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RESUMO
O imidazol e seus derivados são compostos de grande interesse devido a sua 
eficiencia enquanto catalisadores na transferência do grups fosforila. Nesse sentido 
promover a clivagem de organofosforados é bastante interessante sobre tudo devido 
a utilização desses compostos como pesticidas, armas químicas. Nesse trabalho foi 
avaliado o efeito de substituintes alcoolicos no iMz frente a reações de 
desfosforilação. Para isso, foram utilizados três derivados de IMZ o 1 -hidroxietil 
imidazol (1-HEZ), 1-hidroxipropil imidazol (1-HPZ) (sintetizados) e o 4(5) hidroximetil 
imidazol 4(5)HMZ (comercial). Os organofosforados escolhidos foram o tréster de 
fosfato dietil 2,4 dinitrofenilfosfato (DEDNPP) e o diester bis (2,4 dinitrofenil) fosfato 
de sódio (BDNPP). A cinética das reações foi acompanhada pela técnica de UV-Vis 
pelo aparecimento do produto de reação 2,4 dinitrofenolato (DNF). O mecanismo de 
reação foi investigado a partir das técnicas de ressonância magnética nuclear 
(RMN), espectrometria de massas (EM), efeito isotópico cinético (EIC), parâmetros 
termodinâmicos de ativação e por análise físico-químico orgânica utilizando a 
equação de Bronsted. Para a reação do triéster DEDNPP com os derivados o 1-HEZ 
e o 1-HPZ, os resultados de EIC com valores próximos de 1 e parâmetros 
termodinâmicos com entropia bastante negativa, evidenciaram que ambos os 
derivados reagem por mecanismos semelhantes de catalise nucleofílica com ataque 
do anel de imidazol sobre o átomo de fósforo. Na análise de RMN de P não foram 
detectados intermediários de reação fosforilados, devido à alta instabilidade dos 
mesmos, sendo observados apenas o organofosforado de partida e o produto final 
(fosfato de dietila). Na análise por EM foram detectadas todas as peças chave de 
reação, inclusive o intermediário fosforilado. Além disso, o plot de Bronsted 
evidenciou uma reta, típico de mecanismo concertado. As reações com o diéster de 
fosfato BDNPP foram estudadas com os hidroxiimidazois 1-hEz, 1-HPZ e 4(5)HMZ. 
Nesse caso foi observado valores de EIC secundário (i.e. entre 1 e 2) indicando que 
nesse caso a hidroxila poderia estar influenciando o mecanismo de reação. A partir 
dos valores de EIC combinado com os parâmetros termodinâmicos foi proposto um 
mecanismo de catálise nucleofílica combinada com a estabilização do estado de 
transição por uma ligação de hidrogênio do grupo hidroxila dos hidroxiimidazois. A 
partir do estudo por RMN de 31P para BDNPP com o 1-HEZ, foi observado o 
intermediário fosforilado, incomum para derivados de IMZ na posição 1, indicando 
que a ligação de hidrogênio com a porção fosfato pode estabilizar o intermediário de 
reação. Para o 4(5)HMZ foram observados, além do intermediário fosforilado, outras 
espécies evidenciando que a troca de posição da hidroxila tornou o mecanismo 
reacional mais complexo, inclusive com a detecção de um inesperado produto 0 - 
fosforilado. Por fim, os incrementos catalíticos observados para o DEDNPP (~105 
vezes) e para o BDNPP (~106 vezes) mostraram o grande poder catalítico desses 
compostos e sua promissora aplicação. De maneira geral, esse estudo foi 
importante para elucidar o efeito de substituintes em derivados de IMZ com potencial 
para interações intramoleculares. Isso é promissor para compreensão de sítios 
enzimáticos e também para projeção de catalisadores e detoxificantes 
proeminentes.
Palavras-chave: Hidroxiimidazol. Mecanismo de reação. Organofosforados.
ABSTRACT
Imidazole and its derivatives are compounds of great interest because of their 
efficiency as catalysts in phosphoryl transfer. In this sense promoting the cleavage of 
organophosphates is quite interesting because they are used as pesticides, chemical 
weapons. In this work the effect of alcoholic substituents in IMZ towards the 
dephosphorylation reactions was evaluated. For this, two IMZ derivatives were 
synthesized: 1-hydroxyethyl imidazole (1-HEZ), 1-hydroxypropyl imidazole (1-HPZ) 
and one commercial 4(5) hydroxymethylimidazole (4(5) HMZ) were used. The 
chosen organophosphates were the triester 2,4-dinitrophenyl phosphate (DEDNPP) 
and sodium bis (2,4-dinitrophenyl) phosphate (BDNPP). The reaction kinetics were 
accompanied by the UV-Vis technique by the appearance of the reaction product 2,4 
dinitrophenolate (DNF). The reaction mechanism was investigated using nuclear 
magnetic resonance (NMR), mass spectrometry (EM), kinetic isotope effect (EIC), 
thermodynamic activation parameters and organic physicochemical analysis using 
the Bronsted equation. For the reaction with DEDNPP with the derivatives 1-HEZ and 
1-HPZ,. the EIC results with values close to 1 and thermodynamic parameters with a 
very negative entropy showed that both derivatives react by similar mechanisms of 
nucleophilic catalysis, with the imidazole ring attacking the phosphorus atom. In the 
31P NMR analysis no phosphorylated reaction intermediates were detected due to the 
high instability of the same and only the starting organophosphate and the final 
product (diethyl phosphate) were observed. In the MS analysis all the key pieces of 
reaction were detected, including the phosphorylated intermediate. In addition, the 
Bronsted plot showed a straight line, typical of a concerted mechanism. Reactions 
with the BDNPP were studied with 1-h Ez , 1-HPZ and 4 (5) HMZ hydroxyimidazoles. 
In this case, secondary EIC values (i.e., between 1 and 2) were observed indicating 
that in this case the hydroxyl could be influencing the reaction mechanism. From the 
EIC values combined with the thermodynamic parameters it has been proposed a 
nucleophilic catalysis mechanism combined with the stabilization of the transition 
state by a hydrogen bond of the hydroxyl group of the hydroxyimidazoles. From the 
31P NMR study for BDNPP with 1-HeZ, the phosphorylated intermediate, unusual for 
IMZ derivatives at position 1, was observed, indicating that hydrogen bonding with 
the phosphate moiety can stabilize the reaction intermediate. For the 4(5) HMZ, other 
species were observed besides the phosphorylated intermediate, evidencing that the 
hydroxyl position change made the reaction mechanism more complex, including the 
detection of an unexpected O-phosphorylated product. Finally, the catalytic increases 
observed for DEDNPP (~ 105-fold) and BDNPP (~ 106-fold) showed the great 
catalytic power of these compounds and their promising application. In general, this 
study was important to elucidate the effect of substituents on IMZ derivatives with 
potential for intramolecular interactions. This is promising for understanding enzyme 
sites and also for projection of prominent catalysts and detoxifiers.
Key-words: Hydroxyimidazole. Reaction mechanism. Organophosphates.
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1 INTRODUÇÃO
1.1 CINÉTICA QUÍMICA E CATÁLISE
A cinética química é uma das ferramentas utilizadas em química na qual, 
através de medidas da variação de grandezas relacionadas à concentração dos 
reagentes em relação ao tempo, permite determinar diversos parâmetros 
relacionados a um sistema de interesse. O estudo cinético de reações químicas teve 
início quando o químico Ludwig Wilhelmy, em 1850, ao estudar a reação de inversão 
da sacarose percebeu que a velocidade instantânea da reação era proporcional à 
concentração dos reagentes, assim sendo capaz de, empiricamente, propor uma
A
equação condizente com os dados experimentais. 1 Vinte anos mais tarde, Berthelot 
e Gilles ao estudarem a reação de esterificação do ácido acético por etanol 
mostraram que a reação não se procedia até a conversão total dos reagentes. 
Assim, propuseram uma equação para reações em equilíbrio, que se adequava ao 
sistema estudado.2 O estudo cinético de reações continuou ao longo dos anos e 
antes dos anos 1900, processos autocatalíticos, reações paralelas e consecutivas já 
haviam sido analisados. Além disso, os efeitos de solvente e da temperatura já 
haviam sido avaliados, sendo que, no ano de 1889 Arrhenius propôs a sua clássica 
equação que correlaciona a constante de velocidade de uma reação com a
1 9temperatura. 1,2
Atualmente, o avanço dos aparatos técnicos permite que diversos sistemas 
possam ter sua cinética estudada. Podemos acompanhar a cinética de reações 
utilizando equipamentos de ultravioleta visível (UV-Vis),3 cromatografia,4 ressonância
jr
magnética nuclear (RMN),5 entre outros. Em resumo, qualquer equipamento que 
possa nos fornecer uma medida relacionada à concentração pode ser utilizado para 
obter parâmetros cinéticos, que pode ser determinante na elucidação mecanística 
(e.g. de reações orgânicas)6 e compreensão de como processos ocorrem (e.g. na 
formação de nanopartículas metálicas).7 Ainda, o desenvolvimento de softwares que 
permitem ajustes matemáticos não-lineares facilita o tratamento de dados para 
sistemas mais complexos (i.e não lineares). Os dados obtidos a partir do 
acompanhamento cinético das reações nos dizem muito mais que apenas o quão 
rápido ocorre determinada reação. Podemos inferir sobre mecanismos reacionais, 
obter parâmetros termodinâmicos e combiná-los para construir gráficos de relações
14
r r n. rlineares de energia livre (RLEL).8 Nesse sentido, a físico-química orgânica é uma 
área que se destaca por utilizar ferramentas da físico-química para elucidar 
questões de estrutura e reatividade de compostos orgânicos. Essa área de pesquisa 
que surgiu no início dos anos 1900 viu-se no final do mesmo século próximo a sua 
extinção, a partir da percepção de alguns químicos de que a compreensão daA o
reatividade de compostos orgânicos não era mais importante.8 Entretanto, com a 
expansão da química bioinorgânica, química de materiais e química supramolecular 
a questão da reatividade voltou a estar em voga, permintindo com que ela pudesse 
ressurgir. Um exemplo de como a físico química orgânica pode contribuir na 
compreensão mecanistica é dado abaixo. Ao investigar a reação de formação de 
cátions vinil-W-piridínicos em reações de eliminação Bunting e colaboradores 
variaram os substituintes no anel piridínico e verificaram a mudança na constante de 
velocidade.9 Foi construído o gráfico do logaritmo da constante de velocidade versus 
o pKe da vinil-W-piridina (Figura 1). Essa RLEL é conhecida como plot de Bronsted 
onde conhecidamente reações com mecanismos de uma etapa apresentam gráficos 
lineares e mecanismos de duas etapas apresentam "quebras de linearidade” onde 
há duas retas sobrepostas.
FIGURA 1 - GRÁFICO DO LOG DA CONSTANTE DE VELOCIDADE VERSUS pKeH PARA 
REAÇÕES DE ELIMINAÇÃO E MECANISMOS DE ELIMINAÇÃO
No caso apresentado acima os autores foram capazes de diferenciar entre o 
mecanismo de eliminação bimolecular (E2) e eliminação unimolecular da base 
conjugada (E1cB), através de uma elegante análise físico químico orgânica. Ainda 
no contexto de cinética química, as reações, para ocorrerem, precisam ultrapassar 
uma barreira de energia potencial. Muitas vezes, por mais que os processos sejam
15
favoráveis termodinamicamente, a velocidade com que eles ocorrem é muito baixa. 
Em outras palavras, a barreira energética a ser ultrapassada é muito alta. Uma 
forma de contornar essa situação é a utilização de catalisadores. Catalisadores são 
por definição "compostos que aumentam a velocidade de uma determinada reação 
sem alterar a energia livre de Gibbs total e que são regenerados ao final do
1 nprocesso”. 10 Nesses casos, o catalisador atua no sentido de diminuir a barreira de 
energia potencial no qual os reagentes precisam vencer para serem transformados 
em produtos, assim, facilitando com que a reação ocorra. A Figura 2 apresenta o 
gráfico do progresso reacional versus energia potencial,11 para uma reação genérica 
catalisada e não catalisada, onde observamos que o catalisador diminui a energia 
potencial do complexo ativado, tornando a reação mais rápida.
FIGURA 2 - GRÁFICO DE COORDENADA REACIONAL TIPICO DE REAÇÕES 
CATALISADAS E NÃO CATALISADAS
12Fonte: Ref (adaptado).
Processos catalisados são conhecidos desde a antiguidade, com a 
fermentação de açucares sendo o mais famoso. O estudo sistemático de 
catalisadores começou em meados dos anos 1800, sendo que no ano de 1835 o 
químico sueco Jakob Berzelius cunhou o termo catálise (do grego: kata = totalmente 
lisus = romper) após grande discussão acadêmica e vasto trabalho experimental. 
Alguns processos catalisados foram tão importantes que seus idealizadores foram
13
laureados com prêmios Nobel, sendo esses apresentados na Tabela 1. 14
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TABELA 1 - PRÊMIOS NOBEL RELACIONADOS A CATÁLISE
Laureado(s) Tema Ano
Wilhelm Ostwald Estudo da catálise 1909
Paul Sabacher Hidrogenação catalítica 1912
Frtitz Haber Síntese do NH3 a partir de seus elementos 1918
Ernest O. Fischer e Geoffrey 
Wilkinson
Química dos compostos organometálicos 1973
John Conrforth e Vladimir Esteroquímica das reações catalisadas
1975
Prelog por enzimas
Henry Taube
Mecanismos de transferencia electronica, 
sobretudo em complexos
1983
Willian S. Knwoles, K. Barry 
Sharpless e Ryoji Noyori
Hidrogenação catalítica assimétrica 2001
Yves Chauvi, Robert 
Grubbos e Richard Schrock
Reações de metátese em química 
orgânica
2005
Richard F. Heck, Ei-ichi Reações de acoplamento mediadas por
2010
Negishi e Akira Suzuki
----------- r —-7—— --------------------
paladio
1.2 CATÁLISE ENZIMÁTICA
As enzimas formam uma classe de catalisadores biológicos constituídas por 
proteínas e que apresentam alta massa molecular. Elas chamam a atenção devido 
aos altos incrementos catalíticos (razão entre a constante de velocidade da reação 
catalisada e a constante de velocidade da reação não catalisada) que estão na 
ordem de 108 -  1010, podendo chegar a 1017 vezes.15 Além disso, as enzimas 
apresentam alta seletividade, sendo responsáveis por uma série de processos 
biológicos que ocorrem nos organismos vivos atuando em condições brandas de
9 1 fítemperatura e pH .2 '6
A elucidação dos mecanismos de catalise enzimática é matéria de estudo há 
várias décadas. Devido a sua estrutura tridimensional, as enzimas são capazes de 
sofrer mudanças conformacionais para acomodar os substratos nos chamados sítios 
catalíticos. Nos sítios catalíticos estão presentes resíduos de aminoácidos que 
podem atuar como nucleófilos, eletrófilos, aceitar e doar ligações de hidrogênio, 
complexar metais, bem como, participar de processos redox. Essa estrutura bem
17
definida é a fonte da alta seletividade e eficiência das enzimas, uma vez que vários 
processos catalíticos podem ser combinados, como a catalise ácida e básica e 
catalise nucleofilica, além de em muitos casos o substrato ter afinidade pelo sitio 
ativo devido a interações eletrostáticas e/ou hidrofóbicas.16,17
Como exemplo, podemos examinar o sítio ativo de algumas enzimas e 
verificar os mecanismos propostos para sua atividade enzimática. As cisteino 
proteases (A) e serino proteases (B) (Figura 3), que são enzimas capazes de 
quebrar ligações peptídicas, tem em seu sítio catalítico os aminoácidos histidina e 
cisteína no caso das cisteíno proteases e aspartato, histidina e serina no caso das 
serino proteases. O resíduo de histidina como parte do sítio catalítico, é capaz de 
receber uma ligação de hidrogênio facilitando os ataques nucleofílicos dos resíduos
r r r 1de cisteina e serina. Nesses casos a histidina atua através de catálise básica. A 
histidina também está presente nas ribonucleases (RNases), que são enzimas 
responsáveis pela quebra das ligações fósforo oxigênio do RNA. Na Figura 3 (C) 
está apresentado um mecanismo de transfosforilação proposto para atuação da 
RNase T1. Nesse caso, a atuação de dois resíduos de histidina evidenciam a 
versatilidade desse grupamento, uma vez que ele atua como catalisador básico em
r 1 Qum momento e catalisador ácido em outro. 19
FIGURA 3 - REPRESENTAÇÃO DOS SÍTIOS CATALÍTICOS DAS CISTEINO PROTEASES 
(A), SERINO PROTEASES (B) E MECANISMO PROPOSTO PARA RNASE T1 (C)
A B
Fonte: Ref18,19 (adaptado).
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Nesse sentido, devido à importância biológica dos resíduos de histidina, os 
derivados de imidazol (IMZ) são bastante promissores, sendo que moléculas 
pequenas podem servir de modelo para a compreensão dos diversos efeitos que, 
em conjunto, determinam a efetividade da atividade enzimática. Alguns sistemas já 
foram desenvolvidos buscando mimetizar a atividade enzimática. Esses trabalhos 
têm como objetivo desenvolver catalisadores com alta seletividade e atividade para 
que sejam ultilizados em processos industriais, bem como, para estudar mais a 
fundo os processos enzimáticos em sistemas mais simples. Em um trabalho anterior, 
D’souza e colaboradores sintetizaram uma enzima articial, mimético da quimotripsina 
que continham os grupamentos carboxilato e imidazol ligados a uma ciclodextrina.
O carboxilato e o imidazol fazem o papel do sítio catalítico e a ciclodextrina comporta 
a porção hidrofóbica do substrato. A Figura 4 mostra o mecanismo de ação dessa 
enzima artificial. O anel de imidazol interage, através de uma transferência de 
próton, com a porção ácido carboxílico. Dessa forma o imidazol atual como 
catalisador básico em relação ao grupamento alcoólico vizinho, sendo esse o 
nucleófilo da reação. A seguir o imidazol atua como catalisador básico para 
hidrolisar o éster formado no sítio ativo da enzima artificial. A enzima artificial obtida 
nesse trabalho apresentou a vantagem de ter maior estabilidade térmica (manteve 
atividade até 80 °C), uma vez que a quimotripsina denatura a partir de 45 °C e a 
partir de 55 °C precipita. Ainda, devido a extensa cadeia de aminoácidos a enzima 
sofre autoclivagem pelo sitio ativo (denaturação “canibalistica”) e hidrólise alcalina 
em condições mais drásticas de pH, problemas não observados pela enzima 
artificial. Além disso, a enzima artificial e a enzima biológica apresentaram atividade 
catalítica semelhante.
FIGURA 4 -  MODELO MIMÉTICO SINTÉTICO DA QUIMOTRIPSINA
20Fonte: ref
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Assim a compreensão dos diversos efeitos que governam a atividade 
enzimática é a chave para a busca de catalisadores com propriedades ideais. Dessa 
forma, moléculas pequenas que consigam apresentar interações intramoleculares 
comuns nos sítios ativos enzimáticos são promissores catalisadores, sendo o IMZ e 
seus derivados uma classe de compostos que podem compreender esses requisitos.
1.3 IMIDAZOL E DERIVADOS
O IMZ é uma amina heterocíclica aromática da classe dos 1,3 diazois, planar e 
com um conjunto de 6 elétrons n. É altamente solúvel em água, solúvel em 
solventes orgânicos polares (clorofórmio, acetato de etila, metanol) e pouco solúvel 
em solventes orgânicos de baixa polaridade (n-hexano, benzeno, éter de
91 99petróleo).2122 O IMZ em sua forma cristalina organiza-se em uma estrutura
90
monoclinica interagindo por fortes ligações de hidrogénio N-H-N (Figura 5). Tem 
ponto de fusão de 90 °C e ponto de ebulição de 256 ° c .22,24
FIGURA 5 -  LIGAÇÕES DE HIDROGÊNIO INTERMOLECULARES PARA O IMIDAZOL NO
ESTADO SÓLIDO
f = \ f = \
-NU N—H— NU ,N—
As propriedades dos derivados de IMZ são fortemente afetadas pelos grupos 
substituintes. Os pontos de fusão sofrem um acentuado abaixamento quando o IMZ 
apresenta substituintes no nitrogénio, mesmo com a massa molecular desses 
compostos sendo maiores em relação ao IMZ não substituído. Esse fenômeno, de 
forma geral, é causado pela auséncia das ligações de hidrogénio N-H-N 
intermoleculares devido ao substituinte. A Tabela 2 apresenta os dados de ponto de 
fusão e ebulição para alguns derivados de IMZ W-substituídos. Quando os 
substituintes presentes nos derivados de IMZ podem doar ou aceitar ligações de 
hidrogénio, essas interações podem mudar e estrutura cristalina dos compostos 
fazendo com que eles interajam na forma de dímeros, como apresentado na Figura 
6 para o W-metil-2-amino(imidazol) e para a (1H-Imidazo-2-il)etanona.25
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TABELA 2 -  PONTOS DE FUSAO E EBULIÇÃO PARA DERIVADOS DE IMZ ^-SUBSTITUÍDOS
Composto Ponto de fusão (°C) Ponto de ebulição (°C)
Imidazol 90a 256ab
l-Metil(imidazol) (1-MEI) - 6c 198c
1 -Hidroximetil(imidazol) 36-38d n.d.
l-Fenil(imidazol) 54-55e 277a
l-Benzil(imidazol)
T .  22 ,.24 26 _,27 28 r29
70,7f
30 . . ~ _
310g
FIGURA 6 - INFLUENCIA DOS SUBSTITUINTES NA ESTRUTURA CRISTALINA DOS
DERIVADOS DE IMIDAZOL
i r " ' «
O grupo IMZ está presente em diversos compostos com atividade biológica 
sendo eles de origem natural ou sintética. A Figura 7 traz alguns dos mais 
conhecidos derivados de IMZ com atividade biológica, sendo os de ocorrência 
natural mais conhecidos são o aminoácido histidina e sua forma descarboxilada, a 
histamina. A histamina é gerada nos organismos a partir da histidina e é responsável 
por vários processos biológicos em nosso organismo como os inflamatórios, de 
secreção do suco gástrico e neurotransmissão. Dentre os processos regulados no 
sistema nervoso estão o regulamento dos batimentos cardíacos, aprendizado e 
memória.31 A purina faz parte das bases nitrogenadas presentes no DNA e a cafeína 
é amplamente conhecida pelos seus efeitos estimulantes e por estar presente em 
bebidas como o café. Os compostos derivados de IMZ tem conhecida atividade anti- 
histaminica, anti-cancer, anti-fungica, anti-helmíntica, sendo o estudo das atividade 
biológica dessa classe de moléculas bastante vasto, dentre esses compostos estão
a azomicina, metronidazol, tapazol e miconazol(8). 33
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FIGURA 7 - DERIVADOS DE IMZ COM IMPORTÂNCIA BIOLÓGICA E FARMACOLÓGICA
Derivados de imidazol com ocorrência natural
Histidina Histamina Purina Cafeína
A versatilidade química do IMZ está relacionada à sua estrutura, sendo que a 
Figura 8 mostra a estrutura de deslocalização de elétrons do IMZ (A) juntamente 
com a representação dos orbitais moleculares (B).34 O nitrogênio 1 (tipo pirrol) tem 
seu par de elétrons não ligante em orbital p paralelo aos orbitais p dos outros 
átomos do anel, formando um conjunto de orbitais n. Assim, esse par de elétrons 
participa da delocalização de eletrônica, e não apresenta a basicidade característica 
de aminas.2235 Por outro lado, o nitrogênio 3, que está na forma de imina, apresenta 
um par de elétrons em orbital sigma não ligante, sendo esse não comprometido com 
a ressonância do anel, possuindo caráter básico.
FIGURA 8 - ESTRUTURAS DE DESLOCALIZAÇÃO DE ELÉTRONS (A) E ORBITAIS 
MOLECULARES DO IMZ (B)
A estrutura eletrônica do IMZ faz com que os nitrogênios presentes na 
estrutura tenham características distintas. O nitrogênio imínico do IMZ (tipo piridina)
22
confere a basicidade característica do IMZ (pKaH = 7,1 em água),36 e através da 
reatividade desse par eletrônico, o IMZ consegue promover catálise básica e 
nucleofílica e quando protonada a estrutura pode promover catálise ácida. Por outro 
lado, o nitrogênio (1 ) do tipo pirrol não é protonado com facilidade devido à quebra 
do sistema aromático, onde estima-se um valor do pKaH negativo para esse 
equilíbrio de protonação.
Os valores de pKaH dos derivados de IMZ também são afetados pelos grupos 
substituintes presentes no anel. É conhecido que grupamentos retiradores de 
elétrons (e.g. halogênios), quando substituidos no anel, fazem com que o pKaH do 
nitrogênio (tipo piridina) diminua. Por outro lado, o mesmo pKaH aumenta se grupos 
doadores de elétrons são adicionados ao anel (e.g. metila). A Figura 9 apresenta 
uma série de imidazóis substuidos e seu respectivo valor de pKaH. Podemos 
perceber ainda que o efeito retirador de elétrons é muito mais pronunciado, a ponto 
do nitroderivados de IMZ apresentarem basicidade praticamente nula, sendo 
protonados apenas em condições fortemente ácidas.
FIGURA 9 -  VARIAÇÃO DO pKah DOS DERIVADOS DE IMZ INFLUENCIADOS PELOS
GRUPOS SUBSTITUINTES
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Outra característica interessante apresentada pelos compostos derivados de 
IMZ é o equilíbrio tautomérico. Esse equilíbrio ocorre através da migração do 
hidrogênio de um nitrogênio ao outro, que no caso do IMZ leva a estruturas
23
simétricas, Figura 10(A). Quando a substituição ocorre nas posições 1 ou 2 não 
ocorre a formação de pares tautoméricos pois, no primeiro caso, há a 
impossibilidade de migração do hidrogênio devido a substituição. No segundo caso, 
assim como para o IMZ as estruturas formadas são simétricas, não sendo possível 
diferenciá-los. Nos derivados com substituintes na posição 4, como mostrado no 
Figura 10(B) para o 4(5)-metilimidazol, tem-se a formação de tautômeros 
assimétricos, sendo que esses podem apresentar características diferenciadas,
jr
como a reatividade.5
FIGURA 10 - EQUILÍBRIO TAUTOMÉRICO PARA O IMZ (A) E PARA O 
4(5)METIL(IMIDAZOL)
Interações intramoleculares ainda podem afetar o equilíbrio tautomérico em 
solução. Por exemplo, para a histidina o equilíbrio é deslocado para o tautômero de 
posição 4 devido a formação de uma ligação de hidrogênio intramolecula (Figura 
11).37
FIGURA 11 - EQUILIBRIO TAUTOMÉRICO PARA A HISTIDINA
(4) Histidina (5) Histidina
(80%) (20%)
Ainda vale destacar a existência de outros equilíbrios tautométicos quando 
grupamentos tióis (Figura 12 A) ou hidroxilas (Figura 12 B) estão ligados diretamente 
ao anel imidazólico, um composto importante que apresenta essa característica é o
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fármaco metimazol (tapazol). Nesses casos os equilíbrios são deslocados as
OQ
estruturas do tipo tiona e imidazolona.
FIGURA 12 - EQUILIBRIO TAUTOMÉRICO TIO-TIONA PARA O METIMAZOL (A) E 
IMIDAZOL-IMIDAZOLONA (B)
A Metimazol B 2-lmidazolona
1.3.1 IMIDAZOL COMO CATALISADOR
O IMZ é um conhecido catalisador em síntese orgânica utilizado em reações 
de silação de álcoois, ácidos carboxílicos e aminas e de transferência do grupo 
acila. O estudo das propriedades catalíticas do IMZ é bastante amplo, 
principalmente devido a necessidade de compreensão da sua atuação no meio 
biológico. Dessa forma existem diversos trabalhos que tem como foco as reações 
catalisadas por moléculas de IMZ.
Para reações de transferência do grupo acila, estudos mostram que os 
mecanismos de catálise pelo IMZ dependem de fatores como a ativação do centro 
eletrofílico e da natureza dos grupos abandonadores. A reação do IMZ com ésteres 
carboxílicos que apresentam bons grupos abandonadores (i.e. grupos de saída que 
o ácido conjugado possui baixo pKa, como p-nitrofenol, pKa= 7,1) são, de forma
OQ
geral, aceleradas por mecanismos de catálise nucleofilica. Nesse caso, o 
mecanismo mais aceito envolve o ataque do IMZ no carbono da carboxila formando 
um intermediário tetraédrico, seguido do colapso deste intermediário e formação do 
segundo intermediário acilimidazol, que é rapidamente hidrolisado, formando o ácido
OQ
correspondente e regenerando o IMZ, conforme mostrado no Figura 13 (A).39 
Quando os grupos abandonadores são fracos (i.e. que possuem elevado pKa, como 
etanol, pKa= 15,8) o IMZ atua preferencialmente como catalisador básico geral onde 
ele assiste uma molécula de água através da abstração de um próton (Figura 13 
B).39
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FIGURA 13 - MECANISMO DA REAÇÃO ENTRE IMZ E ACETATO DE p-NITROFENILA EM MEIO
AQUOSO
| A - Catálise nucleofílica (bom grupo abandonador)
i B - Catálise básica (mau grupo abandonador)
A diferenciação do mecanismo apontada acima é explicado por Jencks e 
Carrioulo com base na barreira de energia enfrentada no caso de catálise básica 
geral versus catálise nucleofílica.40 O gráfico da Figura 14 mostra as coordenadas de 
reação para os dois tipos de catálise com substratos com bom (acetato de fenila) e 
mau grupo (acetato de etila) abandonador. O mecanismo de adição seguido de 
eliminação passa por um intermediário tetraédrico, que ao regenerar a ligação dupla 
do oxigênio da carbonila expulsa a base mais fraca. Quando o éster possui um bom 
grupo abandonador, esse também é a base mais fraca e é facilmente expulso. Por 
outro lado, quando se trata de um mau grupo abandonador, a base mais fraca se 
torna o próprio IMZ, assim o colapso do intermediário tetraédrico leva ao material de 
partida. Dessa maneira, se torna fácil compreender por que a catálise básica é mais 
efetiva em substratos com maus grupos de saída. Esse fato se expressa na alta 
energia requerida para a expulsão de uma base forte.
Como esperado, os substituintes também afetam a reatividade dos derivados 
de imidazol, de forma geral, relacionados a alguns fatores (i) variação do pKaH do 
nitrogênio uma vez que esse é o centro responsável pela catálise ácida, básica ou 
nucleofílica, (ii) impedimento estérico imposto por esses substituintes (sobretudo na 
posição 2 ) e (iii) substituintes capazes de fazer ligações de hidrogênio que permitem
41catálise intramolecular, como observado nas enzimas.4'
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FIGURA 14 - COORDENADA DE REAÇÃO PARA CATÁLISE BÁSICA E NUCLEOFÍLICA DE
ÉSTERES CARBOXÍLICOS PELO IMZ
No sentido de buscar compreender esse último efeito, algumas moléculas 
com esse potencial já foram sintetizadas. Takeda e colaboradores sintetizaram duas 
moléculas contendo grupamentos IMZ próximos a um grupo carboxila, Figura 15.42 
O estudo avaliou o efeito do solvente e a adição de ácido benzoico, buscando 
compreender a interação do grupamento ácido carboxílico e o IMZ, uma vez que é 
recorrente essa interação nos sítios enzimáticos. Os resultados obtidos mostraram 
que (i) o IMZ atua como catalisador básico, assistindo uma molécula de água no 
ataque sobre a carboxila do éster (ii) que a adição de ácido benzoico no meio 
reacional aumenta a velocidade de reação linearmente com a concentração de ácido 
adicionado e (iii) a molécula A é mais reativa que a molécula B, com o efeito da 
adição do ácido na constante de velocidade estando apenas entre 7 a 12% para a 
molécula B em relação a A. Isto é, a proximidade do IMZ aumenta drasticamente a 
reatividade.
Como continuação desses estudos Bender e colaboradores, sintetizaram uma 
molécula semelhante, onde o grupamento carboxilato estava ligado diretamente ao 
IMZ podendo assim atuar como catalisador intramolecular, Figura 16.43
Catálise nucleofílica Catálise básica 
(bom grupo abandonador) (mau grupo abandonador)
Coordenada de reação  ►
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FIGURA 15 - MODELOS INTRAMOLECULARES CONTENDO IMIDAZOL
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Os resultados obtidos para a molécula apresentada na Figura 16 mostraram 
uma constante de velocidade 154.000 vezes maior em relação a reação com a 
molécula A .43 Ainda, a hidrólise da molécula modelo foi apenas 18 vezes mais lenta 
que as reações da a-quimotripsina com cinamatos. Esse fato mostra que o sistema 
consegue não apenas mimetizar a atividade enzimática como serve como um bom 
modelo para estudar a forma a qual as enzimas catalisam reações.
FIGURA 16 - MODELO INTRAMOLECULAR CONTENDO IMIDAZOL E ÁCIDO CARBOXÍLICO
0 ^ 0
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Bowden e Brownhill estudaram um sistema onde a carboxila a ser atacada 
não estava ligada quimicamente a mesma estrutura onde estava o nucloeófilo.44 O 
mecanismo proposto para a reação do modelo 2(o-carboxifenil)imidazol com o 
acetato de p-nitrofenila está apresentado na Figura 17. Nele está combinada a 
catalise básica intramolecular combinada com catálise nucleofílica, sendo a reação 
praticamente 2 vezes mais rápida devido a presença do grupo carboxilato.
FIGURA 17 - MECANISMO DE CATÁLISE BÁSICA INTRAMOLECULAR COMBINADA COM
CATÁLISE NULEOFÍLICA
1.3.2 HIDROXIIMIDAZOIS
Uma classe de derivados de IMZ que merece atenção são os hidroxiimidazois. 
Dependendo da posição da hidroxila, essas moléculas podem fazer ligações de 
hidrogênio intramoleculares, afetando diretamente a reatividade do composto, assim 
como ocorre para os derivados de IMZ com grupamentos carboxila, discutidos na 
seção anterior. Em um estudo de Leclaire e colaboradores,45 avaliou-se a 
reatividade de hidroxiimidazois, variando o tamanho da cadeia alifática, frente a uma 
reação modelo, onde o hidroximidazol reage com um composto carbonilado, 
gerando um produto de acilação (Figura 18). Os resultados apontaram que a ligação 
de hidrogênio N-H-O favoreceu um mecanismo de catálise básica intramolecular. 
Nesse caso o nitrogênio imínico do IMZ assiste a porção alcoolica da molécula 
promovendo um ataque nucleofílico do oxigênio sobre a carboxila (Figura 18) 
formando um éster.
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FIGURA 18 - REAÇÃO DE HIDROXIIMIDAZÓIS VIA ATAQUE NUCLEOFÍLICO DO OXIGÊNIO
O
OH
+ CO,
Em outro estudo, Skorey e colaboradores sintetizaram uma série de 2- 
hidroximetil(imidazois) com e sem substituintes metila nas posições 4 e 5 do anel e 
avaliaram a reatividade desses compostos frente a uma lactama, sendo observados 
produtos de O-acilação.46 Nesse caso, os autores propõem um mecanismo de 
catalise básica intramolecular, facilitando o ataque da porção alcoolica sobre o 
carbono da lactama, seguido de uma catálise ácida auxiliando o colapso do 
intermediário tetraédrico através da protonação do nitrogênio Figura 19.
FIGURA 19 - REAÇÕES DE 2-HIDROXIIMIDAZOIS COM UMA LACTAMA MODELO
t T 0
De maneira geral, observa-se que o grupamento IMZ é fundamental em 
diversos processos de desacilação e também de desfosforilação, justificando o 
desenvolvimento de derivados de IMZ com propriedades adicionais, e.g. catálise 
intramolecular pelo grupo vizinho. De fato, o grupo IMZ promove muitas reações 
biológicas de desfosforilação em diversos sítios enzimáticos, portanto a sua forma 
de atuação com organofosforados tem sido alvo de muitos estudos.
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1.4 COMPOSTOS ORGANOFOSFORADOS
Organofosforados são compostos orgânicos que apresentam átomos de fósforo 
em sua estrutura. Dentre os vários tipos de organofosforados conhecidos, uma 
classe de grande interesse são os ésteres de fosfato. Os ésteres de fosfato podem 
ser vistos como derivados do ácido fosfórico, onde grupamentos orgânicos 
(alquílicos ou arílicos) estão ligados diretamente aos átomos de oxigênio. Essas 
estruturas podem ser classificadas como mono, di ou triésteres de acordo com o 
grau de substituição, como mostrado na Figura 20. Eles são altamente estáveis, ou 
seja, a clivagem da ligação P-O é desfavorecida e pode levar anos para acontecer. 
Por exemplo, o tempo de meia-vida para a hidrólise do fosfato de metila, à 
temperatura ambiente, é estimada em 477 mil anos.47
FIGURA 20 - MONO, DI E TRIESTERES, RESPECTIVAMENTE ONDE R1,2,3 
REPRESENTAM SUBSTITUINTES
Em organismos vivos, os organofosforados são encontrados como mono e 
diésteres sendo os triésteres apenas sintéticos. Os mono e diésteres estão 
presentes em moléculas essenciais para a vida, como nucleotídeos que são a base 
do DNA e RNA, armazenamento de energia (ATP, ADP) entre outros.48,49 Processos 
de transferência do grupo fosforila são responsáveis pela transmissão da informação 
genética, biossíntese, bem como por processos regulatórios e de sinalização celular. 
Estima-se que existem, no corpo humano, cem mil sítios passiveis de fosforilação e 
que 1/3 de todas as proteínas das células são fosforiladas pelo menos uma vez.50 
Dentre os processos de fosforilação, as fosfohistidinas chamam a atenção, sendo 
um componente crítico nos processos de sinalização celular em seres procariontes. 
No caso dos seres eucariontes aproximadamente 6% dos processos de fosforilação 
são baseados em fosfohistidinas.51 Ainda, a interação com os grupamentos vizinhos 
no ambiente celular pode aumentar a estabilidade das fosfohistidinas através de 
ligações de hidrogênio ou interações eletrostáticas. Esse fato instiga o estudo da
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interação entre os anéis de IMZ com diésteres de fosfato uma vez que a 
transferência do grupo fosforila em diversos casos ocorre através do anel de IMZ 
fosforilado. O caráter ácido dos mono e diésteres fosfóricos, em pH fisiológico, 
permite que, por um lado, esses componentes se mantenham ionizados impedindo 
de passar pela membrana lipídica. Por outro lado, aumentam a estabilidade, pois a 
carga negativa localizada no oxigênio inibe ataques nucleofílicos aos átomos de 
fósforo, além de tornar o fósforo menos eletrofilico devido à dispersão da carga 
sobre a estrutura (Figura 21).50,52
FIGURA 21 - CARGA NEGATIVA EM DIESTERES DE FOSFATO; ESTABILIZAÇÃO DO FÓSFORO
O fato dos compostos fosforilados presentes no organismo serem bastante 
estáveis faz com que os processos de fosforilação/desfosforilação sejam mediados 
por enzimas. Dessa forma, as quebras de ligações fósforo-oxigênio que levariam 
milhares de anos para ocorrem em condições normais, ocorrem em poucos 
segundos e sem a necessidade de altas temperaturas e condições drásticas. Dentre 
as enzimas conhecidas por participarem desses processos estão as RNases,
cnATPases, DNA polimerases, entre outras.50
Os organofosforados não encontrados na natureza são acessíveis via rotas 
sintéticas, destacando-se os triésteres. O primeiro composto organofosforado 
sintetizado foi o pirofosfato de tetraetila (1854). Entretanto, foi apenas nos anos 
1930 que a síntese de organofosforados começou a receber atenção especial. Em 
1932, Lange e Kruger ao sintetizarem o fosfofluridrato de dietila e de dimetila 
descreveram que a inalação desses produtos causava visão borrada eco
sufocamento. Esse fato chamou a atenção sobre a toxicidade dos 
organofosforados e já em 1936 houve a síntese da parationa com o objetivo de usa- 
la nas lavouras, como pesticida. Como nessa época estava iminente o início da 2a 
guerra mundial, utilizou-se esse conhecimento para o desenvolvimento de armas 
químicas. Os alemães sintetizaram uma série de compostos (tabun, sarin, soman e 
ciclosarin) que ficou conhecida como série G (Figura 22) e posteriormente os
R i O - ^ o
" O
I
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ingleses e os soviéticos também fizeram a síntese de organofosforados que ficaram 
conhecidas como série VX e VR, respectivamente.54
Atualmente os organofosforados tem ampla aplicação na agricultura sendo que 
existem dezenas de produtos com princípios ativos variados que são 
comercializados. Esses compostos têm alta resistência a degradação e variam seus 
graus de toxicidade, sendo de forma geral tóxicos ao ser humano mesmo em baixas 
quantidades. No relatório da ANVISA (Agência Nacional de Vigilância Sanitária) do 
Programa para Análise de Resíduos de Agrotóxicos em Alimentos (PARA), com 
dados referentes ao ano de 2012, aproximadamente 29% das amostras de 
alimentos coletadas apresentaram limites de agrotóxicos maiores que o limite 
máximo permitido, uso de agrotóxico não autorizado para determinada cultura ou a 
presença de compostos que são proibidos no Brasil. Ainda, dentro das 71% 
restantes, que foram consideradas satisfatórias, praticamente em metade delas 
também houve a detecção de resíduos de agrotóxicos.55 Ainda, segundo o relatório, 
a maioria das irregularidades envolvem pesticidas organofosforados. Dos compostos 
irregulares (proibidos ou utilizados sem autorização para determinada cultura) 
detectados, 13 são organofosforados. Suas estruturas são mostradas na Figura 23.
FIGURA 22 - ORGANOFOSFORADOS DA SÉRIE G
Tabun Sarin Soman Ciclosarin
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FIGURA 23 - ORGANOFOSFORADOS EM PROCESSO DE DESCONTINUIDADE E BANIMENTO 
(TRACEJADO) OU COM USO NÃO AUTORIZADO ENCONTRADOS EM AMOSTRA DE
ALIMENTOS
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1.4.1 Reações com organofosforados
Os ésteres de fosfato apresentam reatividade dependente de diversos fatores 
como substituintes, solventes, nucleófilos etc. Eles de forma geral atuam como 
eletrófilos, podendo ser atacados por nucleófilos em diversos centros como o 
fósforo, carbonos alifáticos e carbonos aromáticos, Figura 24. De forma geral em 
condições de pH alcalinas o ataque ocorre no átomo de fósforo central e em 
condições de pH ácido o ataque ocorre no carbono alifático.56
FIGURA 24 - POSSÍVEIS ATAQUES NUCLEOFÍLICOS EM UM ÉSTER DE FOSFATO
Nas reações de hidrólise, resumidamente, eles seguem a seguinte escala de 
reatividade triéster>diéster>monoéster. De forma geral, os triésteres e diésteres 
reagem de acordo com mecanismos associativos e concertados, enquanto os 
monoésteres seguem um caminho dissociativo, similares aos da química do
cr -7
carbono.57 No mecanismo concertado, o nucleófilo ataca o átomo central de fósforo 
formando um estado de transição pentacoordenado, sendo então o ataque e a saída
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do grupo abandonador concomitantes. No mecanismo associativo do tipo adição- 
eliminação, o ataque do nucleófilo sobre o átomo de fósforo ocorre com o 
deslocamento do par eletrônico da ligação dupla oxigênio fósforo formando um 
intermediário pentacoordenado. O colapso do intermediário, a partir da restauração 
da ligação dupla oxigênio-fósforo expulsa o grupo abandonador. Já o mecanismo 
dissociativo ocorre a partir da saída do grupo abandonador e a formação do íon 
metafosfato, com essa espécie, carregada positivamente, sendo atacada pelo
cr -7
nucleófilo (Figura 25).
FIGURA 25 - CAMINHOS REACIONAIS PARA ÉSTERES DE FOSFATO
Entretanto, esses mecanismos ainda podem variar de acordo com a natureza 
dos nucleófilos, solvente, substituintes, se apresentando de forma mista, como, por 
exemplo, sendo concertado de caráter associativo. Nesse caso, a quebra da ligação 
P-O do grupo abandonador está "adiantada” em relação a formação da ligação 
nucleófilo fósforo, em outras palavras, a entrada do nucleófilo e saída do grupo 
abandonador não são sincronizadas.
Um dos interesses da química dos ésteres de fosfato é a compreensão da 
quebra das ligações fósforo oxigênio, uma vez que essas, de forma geral, são 
resistentes a clivagem. Nesse sentido vários sistemas já foram estudados com o 
propósito de acelerar essa quebra, como meios micelares,58,59 complexos 
metálicos,60,61 espécies radicalares62 etc. O interesse na compreensão da 
reatividade desses compostos está fortemente ligada a atividade enzimática e o
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desenvolvimento de sistemas que sejam capazes de mimetiza-las. Moléculas 
contendo grupamentos imidazólicos e fosfatos (Figura 26) já foram estudados 
buscando a compreensão de como a catálise intramolecular pode acelerar a quebra 
das ligações P-O. Essas moléculas se mostraram interessantes modelos 
minimalistas de como comportam-se os sítios enzimáticos, com incrementos 
catalíticos próximos a 106 vezes.63-65
FIGURA 26 - REAÇÕES COM ÉSTERES DE FOSFATO INTRA E INTERMOLECULARES
Estudos de sistemas catalíticos em reações com ésteres de fosfato foram 
capazes de mensurar a contribuição da reatividade relacionada aos nucleófilos e 
grupos abandonadores através das RLEL, por exemplo, relação de Bronsted e 
Hammet.66,67 Todavia mais estudos são necessários para melhor entendimento da 
reatividade apresentada por esses compostos de maneira geral a fim de não só 
compreender os mecanismos enzimáticos, mas também para desenvolver enzimas 
artificiais e ainda promover processos eficazes para detoxificação de agentes tóxicos 
como armas químicas ou pesticidas.
A B
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2 JUSTIFICATIVA
Tendo em vista os elementos discutidos na introdução sobre o IMZ e seus 
derivados, bem como a problemática envolvendo os compostos organofosforados, o 
estudo cinético e mecanismo dessa classe de reações é bastante útil. Nesse 
contexto, o presente estudo busca contribuir para o entendimento da reatividade dos 
organofosforados nas diversas formas que se apresentam, como o meio biológico 
(diésteres) e os pesticidas (triésteres). Catalisadores derivados de IMZ são 
promissores pois possuem alta reatividade em condições amenas (meio neutro) e 
são multifuncionais pois podem exercer múltiplas catálises. Nesse projeto buscou-se 
compreender a reatividade do IMZ com mudança do seu substituinte a fim de 
otimizar a catálise e permear o desenvolvimento de novos materiais derivados de 
IMZ com propriedades aprimoradas. Muitos estudos catalíticos estão relatados na 
literatura que envolvem o IMZ e seu derivado histidina, mas ainda não há um estudo 
sistemático relacionando a estrutura do nucleófilo derivado de IMZ e o 
organofosforado. Assim, o foco principal é avaliar mudanças na estrutura do IMZ, 
variando seu substituinte, na sua atividade catalítica com organofosforados. Por fim, 
pretendemos variar a estrutura do organofosforado (di- e triéster) para elucidar seus 
mecanismos, visto que é conhecido que organofosforados com diferentes 
reatividades podem reagir por mecanismos diferentes.
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3 OBJETIVOS
3.1.1 Objetivo Geral
O objetivo geral desse trabalho é sintetizar hidroxiimidazois e avaliar sua 
reatividade na reação com organofosforados.
3.1.2 Objetivos Específicos
I. Síntese dos hidroxiimidazois: 1-(2-Hidroxietil)imidazol (1-HEZ) e 1-(3-
Hidroxipropil)imidazol (1-HPZ).
II. Síntese do éster de fosfato dietil 2,4-dinitrofenilfosfato (DEDNPP).
III. Caracterização dos hidroxiimidazois por RMN, infravermelho (IV) e ponto de 
fusão.
IV. Estudo cinético das reações dos derivados sintetizados com os organofosforados 
DEDNPP e bis-2,4 dinitrofenil fosfato de sódio (BDNPP) utilizando a técnica de 
espectroscopia UV-vis. Estudo cinético das reações com o derivado comercial 
4(5)(Hidroximetil)imidazol 4(5)HMZ com o organofosforado BDNPP.
V. Elucidação mecanística das reações por espectrometria de massas (EM) e RMN 
(31P, 13C e 1H).
FIGURA 27 - COMPOSTOS AVALIADOS NESSE TRABALHO
Hidroxiimidazois Organofosforados
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4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAIS
Os reagentes utilizados para as sínteses e estudos cinéticos foram: BDNPP 
(obtido com colaboradores), deuteróxido de sódio (Aldrich), cloreto de deutério 
(Aldrich), 4(5) hidroximetil(imidazol) (4(5)HMZ) (Sigma), imidazol (Sigma-aldrich), 2- 
cloroetanol (Merck), 3-cloropropanol (Sigma-aldrich), ácido clorídrico (Dinâmica), 
hidróxido de sódio (Vetec), hidróxido de potássio (Vetec), anidrido benzoico (Merck), 
cloreto de trimetil benzilamônio (merck), acetonitrila (Carlo-Erba), 2,4-dinitrofenol 
(Merck), benzeno (Sigma-aldrich), clorofosfato de dietila (Sigma-aldrich), metanol 
(Dinâmica) e trietilamina (Sigma-aldrich). Os demais solventes como etanol, 
tetraidrofurano e diclorometano foram destilados previamente.
4.2 SÍNTESE DOS DERIVADOS DE IMIDAZOL
Para a síntese e purificação dos hidroxiimidazois 1-HEZ e 1-HPZ foram 
utilizadas duas rotas reacionais A e B, que serão descritas a seguir.
Rota A: O 1-HPZ (Figura 28) foi sintetizado de acordo com metodologia
co
adaptada,68 descrita a seguir. Em um balão com junta esmerilhada contendo 5 mL 
de tetraidrofurano (THF) anidro foram adicionados imidazol (5 mmol; 340 mg), 3- 
cloropropanol (5 mmol; 416 ^L) e hidróxido de sódio (5 mmol; 199 mg). A seguir foi 
adicionado cloreto de trimetilbenzilamônio (TBA) (0,16 mmol; 29 mg). O meio 
reacional foi mantido sob agitação magnética e refluxo a 80°C durante 7 dias. A 
reação foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (hexano/acetato de 
etila/metanol 0,55/0,35/0,1), eluído duas vezes, utilizando iodo molecular como 
revelador. Após o resfriamento da solução, o NaCl formado foi filtrado e o sólido 
lavado com THF. A solução resultante foi concentrada em evaporador rotativo, sob 
pressão reduzida, e o produto bruto foi aplicado em sílica flash (fase móvel 
diclorometano/metanol 9:1) para remoção do TBA. O IMZ restante foi removido por 
sublimação a 90°C sob pressão reduzida. O rendimento obtido foi de 65 % em 
relação ao IMZ.
Para a síntese do 1-HEZ foi adotado o procedimento supradescrito sendo 
substituído o precursor alcoólico de 3-cloropropanol para 2-cloroetanol. O 
rendimento obtido foi de 70% em relação ao IMZ.
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FIGURA 28 - SÍNTESE DOS HIDROXIIMIDAZOIS 1-HPZ E 1-HEZ
1-HPZ
THF/TBA/
NaOH OH + NaCI
1-HEZ
65 - 70% 
de rendimento
Cl OH
THF/TBA/
NaOH OH + NaCI
A outra rota adotada está descrita a seguir, rota B: O bruto das reações do 1- 
HPZ e 1-HEZ com os alcoois 3-cloropropanol e 2-cloroetanol foram tratados como 
segue. O produto da reação na escala de 10 mmol do 1-HPZ foi solubilizado em 
10 mL de diclorometano, sendo em seguida, adicionado anidrido benzoico (10 mmol; 
2,26 g). Sob agitação magnética, uma pequena porção de sódio (alguns miligramas) 
foi adicionada, sendo rapidamente consumido (Figura 29). A reação foi mantida sob 
agitação magnética, sendo acompanhado o consumo dos materiais de partida IMZ e 
1-HPZ e a formação dos produtos 1 e 2 por CCD, silica impregnada com revelador 
UV (254 nm) utilizando fase móvel 9:1 diclorometano/metanol. Após o consumo total 
dos materiais de partida, os produtos da reação foram concentrados em evaporador 
rotativo sob pressão reduzida. O produto foi aplicado em sílica flash e 
cromatografado com fase móvel 9:1 diclorometano/metanol. As frações contendo o 
produto 1 foram isoladas e concentradas sob pressão reduzida em evaporador 
rotativo.
FIGURA 29 - DERIVATIZAÇÃO DO 1-HPZ E IMZ COM ANIDRIDO BENZOICO
O
Ao balão contendo o produto 1, foi adicionado 10 mL de água destilada e 
hidróxido de sódio (20 mmol; 0,798 mg), havendo a formação de duas fases, e 
mantido sob agitação magnética (Figura 30). O meio reacional foi mantido sob
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agitação até a homogeinização do mesmo (24 horas). O meio reacional foi 
concentrado em evaporador rotativo sob pressão reduzida e aquecimento (50 °C); 
ao produto obtido foi adicionado 10 mL de diclorometano, agitado e em seguida 
filtrado a vácuo, o semi-sólido foi lavado com mais duas porções de diclorometano 
(10 mL cada). O filtrado foi concentrado sob pressão reduzida, obtendo-se o 1-HPZ 
com rendimento de 54% em relação ao imidazol de partida. Ao produto da reação do 
1-HEZ foi aplicado metodologia semelhante sendo obtido o composto com 
rendimento de 60%.
FIGURA 30 - HIDRÓLISE ALCALINA DO COMPOSTO 1
1 1-HPZ
4.3 SÍNTESE DO DEDNPP
Para a síntese do DEDNPP (Figura 31) foi utilizado o procedimento descrito a 
seguir.58 Foram solubilizados 5 mmol (862 mg) de clorofosfato de dietila e 5 mmol 
(920 mg) de 2,4-dinitrofenol em benzeno, seguido da adição de 5,5 mmol (0,696 mL) 
de trietilamina. O meio reacional foi mantido sob agitação magnética e refluxo por 8 
horas. O cloreto de trietil amônio formado foi extraído com água e a fase orgânica foi 
seca com MgSO4. Posteriormente, o produto foi concentrado evaporando o solvente 
sob pressão reduzida. O rendimento da reação foi de 78% em relação ao 
clorofosfato de dietila.
FIGURA 31 - SÍNTESE DO DEDNPP
DEDNPP
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4.4 CARACTERIZAÇÃO
Os espectros de infravermelho foram adquiridos no equipamento Bio-Rad,
1 1utilizando pastilha de KBr na região do infravermelho médio (4000 cm-' a 400 cm-'). 
Os espectros dos compostos por RMN foram adquiridos no espectrômetro Bruker 
DPX200 operando em 200 MHz para 1H, 50 MHz para 13C e 80 MHz para 31P. Os 
deslocamentos químicos de 13C e 1H apresentados são em relação ao padrão 
tetrametilsilano (0 ppm) e os de 3iP em relação ao padrão H3PO4 (85% m/m) em D2O 
(0 ppm). As análises de EM foram realizadas em espectrômetro de captura de íons 
(LTQ-XL) com ionização por electrospray (ESI), sendo realizadas no modo positivo e 
negativo com as espécies selecionadas sendo dissociadas por colisão induzida 
(ESI-MS/MS, CID). As análises de ponto de fusão foram executas no equipamento 
de ponto de fusão digital MP90 METTLER TOLEDO com rampa de 1 °C min-1. A 
determinação dos pKaH dos derivados de IMZ foram feitas a partir de titulação
A
potenciométrica, solubilizando 1 mmol do composto em água ultrapura (18 mS c m) ,  
livre de CO2, em cela com banho termostatizado (25 °C) e KOH padronizado. Os 
dados de volume de base adicionado versus pH foram ajustados com o software 
BEST7.69
4.5 ACOMPANHAMENTO CINÉTICO
As reações dos compostos organofosforados com os hidroxiimidazois foram 
acompanhadas por espectroscopia UV-VIS pelo aparecimento do produto de reação
2,4 dinitrofenolato (DNF) que absorve em 400 nm, sob condições de pseudo 
primeira ordem (nucleófilo em excesso) e banho termostatizado. As soluções 
estoques dos organofosforados DEDNPP e BDNPP foram preparadas solubilizando
O A
os compostos em acetonitrila (concentração de 5x10 mol L mantidas em freezer). 
A reação era iniciada com a adição de 10 mL da solução estoque do composto 
organofosforado em uma cubeta de quartzo (1 cm de caminho ótico) contendo uma 
solução com os hidroxiimidazois, onde variou-se o pH e a temperatura. As soluções 
dos hidroxiimidazois foram preparadas solubilizando o composto em água ultrapura
A
(18 mS c m )  e tendo seu pH ajustado com soluções de hidróxido de potássio (KOH) 
e ácido clorídrico (HCl), sem a utilização de tampões externos. Para as reações de 
efeito isotópico cinético, as soluções foram preparadas de forma semelhante, porém 
em solvente deuterado (D2O) e o pD ajustado utilizando cloreto de deutério (DCl) ou
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deuteróxido de sódio (NaOD). O pH foi convertido para pD utilizando a seguinte 
equação pH|ido = pD + 0,4.70 Os valores de kobs foram calculados a partir dos dados 
de absorbância versus tempo com a equação de velocidade de primeira ordem em 
relação aos produtos (Eq. 1) combinadas com a lei de Lambert-Beer, sendo obtida 
sua forma final (Eq. 2). Os perfis que não apresentaram o perfil típico de primeira 
ordem indicaram cinéticas mais complexas e as equações utilizadas estão discutidas 
com detalhes ao longo do texto. A Figura 32 (A) mostra espectros sucessivos 
tipicamente obtidos em relação ao tempo para a reação entre o 1-HPZ (0,1 mol/L) e 
DEDNPP a pH 8,97. A Figura 32 (B) apresenta o perfil cinético de pseudo-primeira 
ordem obtido em 400 nm que foi ajustado com a equação 2.
[DNF] = - [D N F ]0 (e~kobst -  1 ) (1)
a d nf t = A o + ( 1 + e k°bs t)(A  j — A o) (2)
Onde [DNF] = Concentração de DNF no tempo t, [DNF]» = Concentração de DNF 
com 100% de conversão, A DNF t = absorbância do DNF no tempo (t); A0 = 
absorbância inicial; A i = absorbância em com 100% de conversão; k0bs = constante 
de velocidade observada; t = tempo.
FIGURA 32 -  (A) ESPECTROS SUCESSIVOS PARA A REAÇÃO DO 1-HPZ (0,1 mol L-1; pH 
8,97) COM DEDNPP E (B) AJUSTE DO PERFIL CINÉTICO TÍPICO (400 nm) COM A EQUAÇÃO 2
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO
5.1 CARACTERIZAÇÃO DOS COMPOSTOS
Os compostos sintetizados foram caracterizados e estão de acordo com a literatura, 
conforme mostrado a seguir. As rotas A e B utilizadas para a síntese dos 
hidroxiimidazois se mostraram adequadas para obtenção dos compostos de 
interesse, entretanto, a rota A na etapa de sublimação se mostrou bastante sensível 
à intensidade do vacuo qual o processo era feito. Dessa forma, a metodologia foi 
adaptada para o uso da rota B, sendo os dados aqui apresentados referentes a essa 
rota. A
TABELA 3 3 apresenta um resumo de todas as caracterizações realizadas.
TABELA 3 -  CARACTERÍSTICAS DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS
Cor Sólido amarelo
(1) 1,40 (dt, Ji = 7.08, J2 = 1,08, 6 H), (2) 4,30 
(dq J1 = 7,08, J2 = 8,36, 2H), (3) 4,31 (dq J1 = 
7,08, J2 = 8,46, 2H), (4) 7,87 (dd, J,= 9,15
ÕH (ppm)a
Hz; J2=0,54 Hz 1H), (5) 8,46 (dd, J,= 9,15 
Hz; J2=2,73  Hz 1H) e (6 ) 8,80 (dd, J,= 2,53 
Hz; J2=0,60 Hz 1 H)d 
16,6 (d, J = 6,5), 66,6 (d, J= 6,3 Hz), 
ÕC (ppm)a 122,2, 123,9, 129,4, 141,6 (d, J= 7,75
Hz), 144,2 e 148,8 (d, J= 4,96 Hz)
ÕP (ppm) -8,3 (q, J1= 8,4)
Cor Oleo amarelo
5 4 2 1
N—/  ^DH N ^ /  3
ÕH (ppm)g
(2) 1,97 (tt, J= 6,05, J= 7,03 Hz 2H), 
(1) 3,51 (t, J= 6,05, 2H), (3) 4,12 (t, J= 7,03, 
2H), (5) 6,93 (m, 1H), (4) 7,00 (m,1H), (6)
1-HPZ 7,45 (sl, 1 H)e
ÕC (ppm)g 33,4, 43,5, 57,7, 119,0, 128,0 e 137,3e
Cor Sólido amarelo cristalino
Ponto de 37-38b (37-39)f
DEDNPP
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4
Ní 5/  2 
5 1-HEZ
r v
3 1
a (200 MHz, CDCI3 , TMS) b (50 MHz, CDCI3 , TMS) c refn “ determinado experimentalmente; c ref72 ade 
acordo com a ref73  ede acordo com a ref74  fde acordo com ref75  s (200 MHz, MeOD, TMS)
Os deslocamentos químicos de RMN de 1H e 13C apresentados pelos 
compostos 1-HEZ e 1-HPZ estão de acordo com os deslocamentos esperados.74  Os 
sinais referentes aos hidrogênios aromáticos estão na região típica (6,5 e 8,0 ppm) e 
os sinais dos hidrogênios alifáticos se encontram em regiões de menor 
deslocamento químico (3,0 e 4,0 ppm). Os espectros de 1H para o 1-HEZ e 1-HPZ 
estão apresentados na Figura 33.
FIGURA 33 - ESPECTROS DE RMN iH PARA O 1-HEZ E 1-HPZ
7,36 ppm 6,93 ppm 6,90 ppm
7,40 7,35 6,95 6,90 4,10 4,05 4,00
1-HEZ
10 8 6 4 2 0
ppm
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Para o DEDNPP os deslocamentos químicos observados estavam dentro da 
faixa de valores característica para hidrogênios aromáticos (7,0 e 9,0 ppm) e 
alifáticos (1,0 e 4,5 ppm).73 Ainda, foi observado o acoplamento heteronuclear 
hidrogênio-fósforo para os hidrogênios alifáticos a três e quatro ligações de 
distância. A análise de RMN de 13C do DEDNPP também evidenciou o acoplamento 
heteronuclear carbono-fósforo com os carbonos a duas e três ligações de distância. 
Os espectros de 1H e 31P estão apresentados na Figura 34. Os espectros de 13C 
obtidos estão apresentados no apêndice 2.
4B
10 B B 4 2 0
ppm
B 6 4 2 0 -2 -4 -6 -B -10
ppm
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Os espectros de infravermelho obtidos para as amostras dos hidroxiimidazois 
1-HPZ e 1-HEZ apresentaram, como esperado, alta similaridade, uma vez que as 
estruturas químicas das duas moléculas se diferenciam, apenas, pelo tamanho da 
cadeia alifática ligada ao nitrogênio do IMZ. Na Figura 35 estão apresentados os 
espectros obtidos para os respectivos derivados, com destaque para as bandas de
1 f i f iestiramento C-O (1232 e 1083 cm-1)00 e para a banda larga referente ao estiramento 
da ligação oxigênio hidrogênio (3222 cm-1; 1-HPZ) e (3275 cm-1; 1-HEZ), típica de 
álcoois, que evidencia a principal mudança entre o IMZ de partida e os produtos 
alquilados. Ainda, outras bandas referentes aos estiramentos das ligações carbono 
hidrogênio, também presentes nas moléculas de IMZ se mantiveram (3113; 2952 e 
2877 cm-1).70
Figura 35 - ESPECTROS DE INFRAVERMELHO PARA O 1-HPZ E 1-HEZ
Frequência cm-1
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Como parte da caracterização, os derivados de IMZ foram avaliados por 
titulação potenciométrica, onde o equilíbrio ácido-base de protonação do anel 
imidazólico foi avaliado (Figura 36). O segundo equilíbrio ácido-base referente à 
desprotonação da hidroxila da porção alcoolica não foi detectado, sugerindo que o 
pKa dessa espécie deve ter valor típico de álcoois (pKa entre 16 e 18). Para a 
determinação do pKa da hidroxila é necessário processar a titulação em solventes
77 7f inão aquosos. " '8
FIGURA 36 - EQUILIBRIOS ÁCIDO-BASE APRESENTADOS PELOS HIDROXIIMIDAZOIS
A Figura 37 traz os gráficos com os dados de pH versus volume de base 
adicionado das titulações dos compostos 1-HPZ e 1-HEZ. Adicionalmente, o pKaH do 
derivado comercial 4(5)HMZ também foi determinado por titulação potenciometrica 
As curvas experimentais foram ajustadas com o software iterativo BEST769 para 
determinação dos valores de pKaH que estão apresentados na Tabela 4. Os valores 
obtidos estão dentro da faixa típica para derivados de IMZ (~7) e para o 1-HEZ e 1- 
HPZ ainda não haviam sido descritos na literatura.79 80
OH OH O
Hr
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FIGURA 37 - GRÁFICOS DE PH VERSUS VOLUME DE BASE PARA OS COMPOSTOS 1-HPZ E 1- 
HEZ. A LINHA SÓLIDA CORRESPONDE AO AJUSTE TEÓRICO.
Volume de base (mL) Volume de base (mL)
H 1 1 1 . 1 1 1 1 1 1 1 
0  2  4  6  8  10
Volume de base (mL)
TABELA 4 - VALORES DE pKaH DETERMINADOS PARA OS HIDROXIIMIDAZOIS
pKaH 6,98 ±0,04 6,78 ±0,05 6,54 ±0,02
Os substituintes apresentam um efeito interessante no valor de pKaH 
determinado para as amostras. No caso onde a hidroxila está ligada mais próxima 
ao anel de imidazol, 4(5)HMZ e 1-HEZ, 1 e 2 carbonos de distância respectivamente 
há o abaixamento do valor de pKaH em relação ao imidazol (7,1). Isso mostra que a 
hidroxila consegue diminuir com relativa intensidade a basicidade do par de elétrons 
imínico do anel. No caso do 1-HPZ onde a hidroxila está a 3 carbonos de distancia 
do anel o efeito é menos pronunciado quase anulando o efeito da hidroxila sobre o
p^aH.
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5.2 ESTUDO DA REATIVIDADE DOS HIDROIIMIDAZOIS NAS REAÇÕES COM 
ORGANOFOSFORADOS
A seguir serão apresentados os resultados obtidos para o estudo da 
reatividade dos hidroxiimidazois nas reações de clivagem dos compostos 
organofosforados. Para o estudo com o DEDNPP, foram utilizados os 
hidroxiimidazois 1-HEZ e 1-HPZ sendo que o 4(5) HMZ já foi estudado previamente 
no grupo de pesquisa.34 O DEDNPP (triéster de fosfato) é um modelo para pesticida 
uma vez que sua estrutura é similar ao pesticida Paraoxon. O DEDNPP é mais 
reativo em relação ao Paraoxon, pois apresenta um grupamento 2,4 dinitrofenolato 
ligado ao fósforo, sendo a clivagem dessa ligação favorecida em relação a ligação 
P-O com o grupamento 4-nitrofenolato apresentado pelo Paraoxon. Para o estudo 
com o BDNPP foram utilizados os hidroxiimidazois 1-HEZ e 1-HPZ sintetizados e o 
4(5)HMZ comercial. Nesse caso, o BDNPP é um modelo para sistemas biológicos 
uma vez que se apresenta na forma de diéster de fosfato. Para elucidação dos 
mecanismos, foram utilizadas as técnicas de RMN de 3iP, EM e efeito isotópico 
cinético. Ainda os dados cinéticos foram combinados com os pKas dos ácidos 
conjugados dos hidroxiimidazois em uma análise físico-química orgânica, sendo 
essa uma interessante ferramenta de elucidação mecanística.
5.2.1 Estudo cinético das reações dos hidroimidazois com o triéster DEDNPP
No estudo cinético dos hidroxiimidazois com o DEDNPP, consideramos as 
reações mostradas na Figura 38, onde o DEDNPP pode sofrer hidrólise espontânea 
(ko), hidrólise alcalina (kOH) e reagir com o nucleófilo (kN). O comportamento 
nucleofílico dos hidroxiimidazois está associado à reatividade do par de elétrons 
localizado no nitrogênio imínico, portanto o pH do meio reacional se torna um fator 
de grande importância no estudo cinético. Assim, a determinação do pKaH dos 
derivados protonados foi fundamental para inferir sobre as espécies reativas. Ainda, 
deve ser ressaltado que um possível ataque nucleofílico pelo oxigênio da hidroxila 
do derivado foi descartado visto que o valor de pKa desse grupamento é tipicamente 
acima de 14, logo só poderia ser observada essa reação em condições fortemente 
alcalinas.
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FIGURA 38 - REAÇÕES POSSÍVEIS COM O DEDNPP
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Dessa forma a partir da Figura 38 podemos inferir a lei de velocidade para a 
reação estudada considerando as reações paralelas sofridas pelo DEDNPP, 
equação 3. Sob condições de pseudo primeira ordem, o kobs (constante de 
velocidade observada) é a combinação das constantes de velocidade das várias 
reações paralelas, Equação 4. Combinando a Equação 4 com as expressões de 
equilíbrios termodinâmico para as espécies reativas (neutras) dos hidroxiimidazois, 
obtém-se a Equação 5, que é a variação de kobs em função do pH. A dedução em 
detalhes das equações 3, 4 e 5 estão localizadas no apêndice 1.
v = ( k o + k o H[ ~0 H] + k n [D I MZ])[D ED N P P] (3)
k o b s = k o + k o h [-O H] + k n [D M I Z] (4)
kois = ko +  koH * 10rH -u  + kN [D IM Z]KJ ‘rrH  (5)
Onde v = velocidade, ko = constante de velocidade da hidrólise espontânea, kOH = 
constante de velocidade da hidrólise alcalina, kN = constante de velocidade da 
reação com o nucleófilo, [-OH] = concentração de íons hidroxila no meio reacional, 
[DIMZ] = concentração do nucleófilo avaliado, [DEDNPP] = concentração do 
DEDNPP. Ka = constante de equilíbrio de dissociação do ácido-conjugado do 
nucleófilo estudado, pH = - log [H+].
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O gráfico de k0bs versus pH para as reações do DEDNPP com os compostos 
1-HPZ e 1-HEZ estão apresentados na Figura 39 conjuntamente com os dados para 
a reação espontânea, onde as estrelas correspondem aos pontos experimentais e a 
linha sólida ao ajuste com a equação 5 . Conforme previsto, o aumento de kobs a 
partir de pH 6 está relacionada ao aumento da concentração da espécie neutra 
(reativa) dos hidroxiimidazois, seguido da formação de um patamar (entre pH 8 e 
10,5) relacionado ao máximo de concentração da espécie reativa dos compostos. 
Em seguida, tem-se um novo aumento associado à hidrólise alcalina do DEDNPP. 
Dessa forma, o modelo proposto (Figura 38 e EQUAÇÃO 5) se adequou com 
sucesso aos dados experimentais, sendo possível determinar o valor da constante 
de segunda ordem (kN) para os compostos 1-HEZ e 1-HPZ. As constantes obtidas 
através dos ajustes cinéticos estão apresentadas na Tabela 5 juntamente com as 
constantes para IMZ e o (4(5)HMZ), estudado previamente em nosso grupo de
0 4  fi1
pesquisa.348'
FIGURA 39 - PERFIL DE pH PARA AS REAÇÕES DO DEDNPP COM OS HIDROXIMIDAZOIS 1-
HEZ E 1-HPZ.
★  Reação em HO
•  ■ Reação espontânea Perfil de pH
1-HEZ
E -5 i
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Os valores obtidos para as constantes de velocidade de segunda ordem (kN) 
são acompanhados do aumento do pKaH dos derivados IMZ, que é IMZ > 1-HPZ > 1- 
HEZ > 4(5) HMZ. Dessa forma percebemos que a clivagem do organofosforado é 
sensível ao aumento da nucleofilicidade do derivado de IMZ estudado, conforme 
esperado para reações nucleofílicas. Os incrementos catalíticos obtidos para as 
reações com os derivados sintetizados mostram o poder catalítico dos compostos,
jr
chegando a casa de 7x105 vezes (kN/k0), comparada com a reação espontânea.
TABELA 5 -  PARÂMETROS CINÉTICOS OBTIDOS PARA AS REAÇÕES DO 1-HEZ E 1-HPZ COM 
O DEDNPP
Reação espontânea3
ko (s-1) 8,0x10-6 b kOH (mol L-1 s-1) 0,21b
Reação nucleofílica3
Composto kN p^aH 7? z o
1-HEZ 9,0(± 0,1) x10-3 6,78c 6,2 x105
1-HPZ 10,3(± 0,3)x10-3 6,98c 7,1 x105
4(5) HMZ 3,59 x 10-3d 6,54c 2,5 x105
IMZ
ar-* ~ i
1,77((± 0,1) x 10-2 b
rM - or-v b._ .c81 cr-v x ... ■ i . x-x . ~
7,10
.. X .. . .. * x . . : d. ir34
12,8x105
aReações realizadas a 25 °C, bref81, cDeterminado por titulação potenciométrica, aref34
Com objetivo de investigar sobre o mecanismo pelo qual estava ocorrendo a 
reação entre os hidroxiimidazois e o DEDNPP, foi determinado o efeito isotópico
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cinético do solvente. O efeito isotópico do solvente é definido como a razão entre a 
constante de velocidade para a reação em água em relação a reação em solvente 
deuterado (kNH2O/kND2°). Os equilíbrios ácido-base são deslocados em D2O, devido a 
menor mobilidade e maior força de ligação apresentada pelo átomo de deutério em 
relação ao seu isótopo mais estável. Isto é, há um aumento do valor da constante de 
equilíbrio entre a espécie protonada e a espécie neutra (Figura 40). Dessa forma, se 
comparamos kobs em condições onde pH = pD a diferença pode estar relacionada 
apenas a uma diferença de concentração da espécie reativa. Assim é necessário 
fazer um perfil de pD e determinar as constantes de segunda ordem kN dos 
nucleófilos. A determinação do efeito isotópico cinético nos oferece informações 
valiosas sobre o mecanismo de reação. Valores próximos de 1 são característicos 
de reações onde não há transferência de próton em etapa determinante de 
velocidade. Reações com catálise ácida ou básica são conhecidas por apresentarem 
efeitos isotópicos maiores que 2, ou seja, a troca de isótopos torna a reação muito 
mais lenta em comparação a reação com o isótopo mais estável, uma vez que a 
reação depende diretamente da quebra de uma ligação com o deutério.82 Dessa 
forma, podemos diferenciar catálise nucleofílica de catálise básica/ácida. A Figura 41 
mostra os perfis de pD obtidos para as reações do DEDNPP com os hidroxiimidazois 
1-HEZ e 1-HPZ, onde os círculos e estrelas correspondem aos pontos experimentais 
e as linhas solidas ao ajuste com a equação 5.
FIGURA 40 - EQUILÍBRIO ACIDO-BASE EM D2O
o40 ^ n C u » + D a 0 '
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FIGURA 41 - PERFIL DE pD PARA AS REAÇÕES ENTRE O DEDNPP E O 1-HEZ E 1-HPZ
As constantes de velocidade, efeito isotópico e variação de pKa dos ácidos 
conjugado dos hidroxiimidazois em meio deuterado estão apresentados na Tabela 6. 
Caso nós tivéssemos comparado os valores de kobs em situações onde o pH = pD 
teríamos observado um falso valor de efeito isotópico, como apresentado na Tabela 
6 onde foram observados deslocamentos de meia unidade nos valores de pKaH 
relacionada a mudança de solvente. Isso mostra que o nitrogênio imínico do IMZ tem 
maior afinidade pelo deutério em relação ao hidrogênio, justificando a construção do 
perfil de pD. Dessa forma, comparando os valores de kN em H2O e D2O, obtem-se o 
efeito isotópico cinético de solvente real para a reação com os compostos 1-HPZ e 
1-HEZ. Os valores obtidos próximos de 1 mostram que a mudança de solvente teve 
influência praticamente nula na velocidade de reação, evidenciando que não há 
catálise ácida/básica, assim, sugerindo um mecanismo de catálise nucleofílica, típico 
de derivados de IMZ. Ainda, podemos observar que não há participação significativa 
da porção alcoolica dos hidroxiimidazois durante a reação, diferente do efeito 
observado para os hidroxiimidaxois apresentados na Figura 18 na introdução. Ainda 
os valores de efeito isotópico para o IMZ e 4(5)IMZ são levemente maiores que 1, 
indicando um efeito isotópico secundário, entretanto o estudo por outras técnicas
r r 4^(RMN e EM) mostraram que o mecanismo é essencialmente nucleofilico.348'
0 ,0 -
5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 9,0 9,5 10,0
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TABELA 6 -  EFEITO ISOTÓPICO CINÉTICO PARA AS REAÇÕES DOS
HIDROXIIMIDAZOIS COM DEDNPP
Composto kN (D2 O)a kN (H2 O)/kN (D2O) pKa D  (D2O) pKa D - pKaH
1-HEZ 8,5(± 0,1)x10-3 1,06 7,34 0,56
1-HPZ 10,5(± 0,3) x10-3 0,98 7,53 0,55
4(5) HMZc 3,59 x 10-3 c 1,30 6,98c 0,44
IMZd
a r-* ~ 1
1,4(±0,3)x10-2
Or-V D l-  X- I I
1,25
■ X . XX, n x-34 d . x«1 e-,- , ,
---
aReações realizadas a 25 °C, “Estimado pelo ajuste cinético, cref34 aref81, eTabela 5
Acerca do entendimento do mecanismo reacional foram determinados os 
parâmetros termodinâmicos de ativação. Os parâmetros termodinâmicos foram 
determinados através dos perfis lineares da equação de Eyring (Equação 6), que 
estão apresentados na Figura 42. Os parâmetros termodinâmicos de ativação 
determinados estão apresentados na Tabela 7, juntamente com os dados obtidos 
anteriormente com 4(5) HMZ e IMZ para fins comparativos. 34,81
FIGURA 42 - GRÁFICOS DE EYRING PARA A REAÇÃO DO 1-HEZ (A) E 1-HPZ (B) COM
DEDNPP
T -1  1 x 1 0 " 3  1 / T  1 0 - 3
+  — (6)
T  h  R R T  v '
AG* =  -  ln  ( ^ à ) R  T  (7)kbT
Onde: kobs = constante de velocidade observada, T = temperatura (kelvin), kb = 
constante de Boltzmann, fí = constante de Planck dividida por 2n, AS* = Entropia de 
ativação, R = constante universal dos gases ideais, AH* = entalpia de ativação, AG* 
= energia livre de Gibbs de ativação, h = constante de Planck.
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TABELA 7 - PARÂMETROS TERMODINÂMICOS DAS REAÇÕES DOS HIDROXIIMIDAZOIS COM
DEDNPP
Composto AG1 kJ mol-1 AH1 kJ mol-1 AS * (J K- 1 mol-1)
1-HEZ 94,72 41,36 -179
1-HPZ 89,95 44,29 -153
4(5)HMZb 95,30 41,42 -179
IMZc 83,75
^  b._ * 34. c . .  *  81
41,42 -142
aReações realizadas em pH 9; bref34; cref 81
Os valores de entalpia e entropia na reações com os hidroiimidazois são bastante 
próximos aos do IMZ, apontando semelhanças para o estado de transição entre os 
diferentes compostos derivados de IMZ. O valor de entropia altamente negativo é 
condizente com perda de graus de liberdade entre os reagentes e estado de 
transição. Assim podemos relacionar essas perdas com o mecanismo de reação, 
característicos de reações nucleofílicas. Dessa forma, propomos um mecanismo 
de catálise nucleofílica conforme mostrado na Figura 43, já elucidado para o IMZ, 
onde o átomo de nitrogênio imínico do anel de IMZ ataca o fósforo deslocando o 
grupo de saída (DNF) e formando um intermediário fosforilado (INT). Esse 
intermediário sofre uma reação de hidrólise regenerando o derivado de imidazol
(DIMZ) .81
FIGURA 43 - MECANISMO DE CATALISE NUCLEOFÍLICA PROPOSTO PARA A REAÇAO DO 1-
HEZ COM O DEDNPP
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5.2.2 Análise por RMN P das reações dos hidroxiimidazois com DEDNPP
A partir do mecanismo proposto buscamos detectar a espécie intermediária 
fosforilada (INT; Figura 43) para as reações com os hidroxiimidazois 1-HPZ e 1-HEZ 
com a técnica de RMN P. A Figura 44 apresenta quatro espectros obtidos do meio 
reacional em relação ao tempo para a reação com o 1-HEZ e o DEDNPP. Durante o 
curso da reação foi possível observar o decréscimo da concentração do reagente 
DEDNPP (sinal em -7,48 ppm) e o aumento do sinal relativo ao fosfato de dietila 
(FDE) (0,71 ppm) que é produto da reação. O sinal em 0 ppm é referente ao padrão 
de ácido fosfórico (85% m/m em D2O). Nos espectros obtidos não foi possível 
detectar os intermediários fosforilados (INT; Figura 43) para os hidroxiimidazois 1- 
HEZ e 1-HPZ. Esse fato não era de todo inesperado, uma vez que ao serem 
formados, os respectivos intermediários apresentam dificuldade em estabilizar a 
carga positiva formada. A Figura 45 compara intermediários para derivados de IMZ 
com substituintes no nitrogênio (tipo pirrol) do IMZ (A), e sem substituintes no 
nitrogênio (B). Quando o derivado de IMZ apresenta o nitrogênio (tipo pirrol) ligado a 
um hidrogênio, o intermediário formado (B) consegue reorganizar sua estrutura 
aumentando a acidez do hidrogênio (ligado ao nitrogênio). Esse novo equilíbrio 
ácido-base faz com que os tempos de meia vida do intermediário sejam maiores já 
que a estrutura neutra se torna mais resistente à hidrólise, sendo possível detectar 
por RMN, como já visto para IMZ.83
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FIGURA 44 -  (A) ESPECTROS DE RMN 31P DA REAÇÃO 1-HEZ (0,7 mol L) COM DEDNPP (7,5x10- 
3 mol L-1) E (B) REAÇÃO 1-HPZ (0,7 mol L-1) COM DEDNPP (7,5x10-3 mol/L), pH 9.
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Por outro lado, quando o nitrogênio apresenta um substituinte no nitrogênio 
(tipo pirrol) esse equilíbrio ácido-base não se estabelece, facilitando a suaO A
decomposição. De maneira similar, em um estudo anterior84 com o DEDNPP e
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derivados de IMZ com substituintes metila nas posições 1, 2 e 4(5) (Figura 46) foram 
detectados os intermediários formados somente para os derivados de IMZ com os 
substituintes nas posições 2 e 4(5). Já com 1-metilimidazol, o intermediário de
r O A
reação (INT 1-MEI) também não detectado.84
FIGURA 45 - INTERMEDIÁRIOS FOSFORILADOS COM DERIVADOS DE IMZ N-SUBSTITUÍDOS
(A) E NÃO N-SUBSTITUÍDOS (B)
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FIGURA 46 - INTERMEDIÁRIOS FOSFORILADOS AVALIADOS EM ESTUDO ANTERIOR 
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5.2.3 Análise por EM das reações dos hidroxiimidazois com DEDNPP
Em busca de mais evidências sobre o mecanismo da reação entre o DEDNPP 
e os hidroxiimidazois 1-HEZ e 1-HPZ, alíquotas do meio reacional foram analisadas 
por EM, usando uma fonte de electrospay no modo negativo e positivo. Assim como 
para o experimento executado por RMN, buscou-se encontrar as espécies chave 
para elucidação do mecanismo de reação. A Figura 47 apresenta o espectro da 
reação do DEDNPP com 1-HEZ no modo positivo. Tem-se o sinal com razão massa 
carga (m/z) 112,98 é referente à espécie protonada do 1-HEZ, enquanto o sinal com 
m/z 249,08 apresentou a massa esperada para o intermediário proposto (INT; Figura 
43). Dessa forma esse íon foi isolado e fragmentado, e seu espectro MS/MS está 
apresentado na Figura 48. Vale ressaltar que pela técnica de EM não é possível 
diferenciar ataques nucleofílicos efetuados pelo nitrogênio dos ataques pelo 
oxigênio, pois ambos apresentariam a mesma razão m/z. Entretando, devido a faixa
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de pH estudada e a não observação de um produto estável pela técnica de RMN 
31P são indícios de um ataque nucleofílico via oxigênio.
FIGURA 47 - ESI-MS (+) DA REAÇÃO DO DEDNPP (8x10-3 mol L-1) COM 1-HEZ (2,5 x 10-2
mol L-1), pH 9 e 25 °C.
m / z
FIGURA 48 - ESPECTRO MS/MS (+) DO ÍON M/Z=249,08
m/z
Os sinais derivados da fragmentação do íon de m/z 249,08 (Figura 48) 
evidenciam o intermediário fosforilado devido ao ataque do grupo IMZ, pelo 
aparecimento do sinal em 136,96, conforme mostrado abaixo (Figura 49 (A)). 
Entretanto, o sinal de 180,99 chamou a atenção por sua intensidade, levando a 
hipótese da formação de uma espécie de m/z=249,10 advindo de um ataque 
nucleofílico do átomo de oxigênio do 1-HEZ sobre o fósforo do intermediário (PTE). 
De fato, a quebra dessa espécie justificaria o sinal de m/z=180,99. (Figura 49; (B)).
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FIGURA 49 - POSSÍVEIS FRAGMENTOS PARA OS INTERMEDIÁRIOS DE REAÇÃO DO 1-HEZ E
DEDNPP
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Para justificar a presença da espécie PTE cuja quebra levaria ao sinal de 
m/z=181, propõe-se que o intermediário (INT; Figura 50) de reação pode ser 
decomposto por outra molécula de 1-HEZ em competição com a hidrólise do 
intermediário formando um produto de transesterificação (PTE) de m/z=249. 
Contudo o produto de transesterificação não foi detectado por outras técnicas, 
sugerindo que esse caminho reacional é pouco favorecido, inclusive devido a 
concentração do 1-HEZ ser muito menor que a concentração da água no meio 
reacional. A detecção desse intermediário pode não estar relacionada à sua 
concentração, mas apenas a estabilidade dos triesteres de fosfato além da facilidade 
de ionização, consequentemente, detecção.
FIGURA 50 - ROTAS PARA DECOMPOSIÇÃO DO INTERMEDIÁRIO DE REAÇÃO DO 1-HEZ COM
O DEDNPP
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Por fim, também foi realizada a análise por EM no modo negativo da reação 
do DEDNPP com 1-HEZ que está apresentada na Figura 51. Observou-se dois 
sinais intensos com m/z condizentes com os produtos de reação DNF (182,98 m/z) e
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com o FDE (152,99 m/z) em sua forma desprotonada e como esperado não foi 
detectado nenhum intermediário.
FIGURA 51 - ESI-MS (-) DA REAÇÃO DO DEDNPP (8X10-3 mol.L-1) COM 1-HEZ (2,5 X 10-2
mol.L-1) A pH 9 (25 °C)
m/z
Para as reações com o derivado 1-HPZ e DEDNPP os resultados observados 
por espectrometria de massas foram similares aos observados para reação com o
1-HEZ e DEDNPP. No espectro adquirido (Figura 52) em modo positivo foi possível 
observar o sinal em 263,15 condizente com a espécie protonada do 1-HPZ e 
também foi possível observar uma espécie com m/z condizente com o ataque do 
nitrogênio imínico do 1-HPZ sobre o fósforo (INT2; Figura 53).
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FIGURA 52 - ESI-MS (+) DA REAÇÃO DO DEDNPP (8X10-3 mol L-1) COM 1-HPZ (2,5 X 10-2 mol L-1)
A pH 9 (25 °C)
m/z
FIGURA 53 - ROTAS PARA DECOMPOSIÇÃO DO INTERMEDIÁRIO DE REAÇÃO DO 1-HPZ COM
O DEDNPP
O íon de m/z 263,15 foi isolado e fragmentado (Figura 54), onde é possível 
observar um padrão quebra condizente com o ataque do nitrogênio imínico ao 
fósforo, Figura 55 (A). Por outro lado, a quebra da espécie de m/z 263 gerou uma 
espécie com m/z condizentes com o ataque do oxigênio sobre o fósforo do 
intermediário, um produto de transesterificação, PTE2 Figura 55 (B), assim como 
observado para a reação do 1-HEZ com o DEDNPP. O PTE2 não foi observado por 
outras técnicas como o RMN de P, indicando que não é um caminho favorecido e 
sua observação pela técnica de EM está relacionada a estabilidade de triésteres de 
fosfato, sua sensibilidade e a facilidade de ionização da estrutura em questão 
(PTE2).
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FIGURA 54 - ESPECTRO MS/MS (+) DO ÍON M/Z=263
m/z
FIGURA 55 - POSSÍVEIS FRAGMENTOS PARA OS INTERMEDIÁRIOS DE REAÇÃO DO 
1-HPZ E DEDNPP
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Por fim, no espectro obtido em modo negativo (Figura 56) foi possível 
observar os sinais condizentes com o FDE (m/z = 153,0) e DNF (m/z = 183,0) assim 
como esperado pelo mecanismo reacional proposto.
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FIGURA 56 - ESI-MS (-) DA REAÇÃO DO DEDNPP (8X10-3 mol L-1) COM 1-HPZ (2,5 X 10-2
mol L-1) A pH 9 (25 °C)
m/z
Dessa forma, os resultados obtidos para as reações do DEDNPP com os 
hidroximidazóis concordam com o mecanismo de catálise nucleofílica (Figura 43), 
com ataque preferencial pelo grupo nitrogênio imínico ao fósforo.
5.2.4 Estudo cinético das reações dos hidroimidazois com o diéster BDNPP
Os organofosforados DEDNPP e BDNPP têm bons grupos abandonadores 
(DNF; pKa = 4,2) em sua estrutura, entretanto o BDNPP por estar na forma de 
diéster tem sua reatividade bastante diminuída. Para as reações com o 
organofosforado BDNPP, assim como com a reação do DEDNPP, foram 
considerados os equilíbrios ácido-base existentes nos derivados de IMZ, bem como 
as reações paralelas de hidrólise espontânea e alcalina. Para a reação com o 
DEDNPP, a formação do produto FDE não interferiu no acompanhamento cinético 
uma vez que esse diéster formado é pouco reativo e essas espécies não absorvem 
na região do visível onde a reação foi acompanhada. Entretanto, no caso do 
BDNPP, o produto formado pela quebra da ligação P-O, o monoester 2,4 dinitrofenil 
fosfato (DFF) pode sofrer nova clivagem da ligação P-O liberando uma segunda 
molécula de DNF, influenciando diretamente no acompanhamento cinético, uma vez 
que o produto das duas clivagens é o mesmo (DNF). Para determinar as constantes 
de velocidade observadas (kobs) devemos deduzir uma equação integrada que se 
encaixe ao modelo de reações consecutivas. A partir da Figura 57 inferimos a lei de
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velocidade para o aparecimento do produto DNF (equação 8) com o k1 e k2 
referentes a reação com o BDNPP e com o DFF, respectivamente. Assim, foi obtida 
a equação 12, que foi utilizada para a determinação das constantes de velocidade 
em cada pH. A dedução completa da equação está apresentada no apêndice 1. A 
Figura 58 (A) mostra um perfil típico (BDNPP com 1-HEZ) obtido de absorbância 
versus tempo ajustado com a equação 12 comparada ao ajuste com o com a 
equação de primeira ordem (B). Observa-se claramente, como previsto, que o perfil 
de pseudo-primeira ordem não descreve os dados experimentais e que a equação 
deduzida com base no esquema de reação consecutiva se adequa aos dados.
FIGURA 57 - REAÇÕES CONSECUTIVAS DO BDNPP
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FIGURA 58 - PERFIL CINÉTICO DA REAÇÃO DO 1-HEZ (0,1 mol L-1) COM BDNPP A 25°C E pH 8 
AJUSTADOS (LINHA SÓLIDA) COM A EQUAÇÃO TÍPICA DE PRIMEIRA ORDEM (A) E COM A 
EQUAÇÃO 12 DE REAÇÕES CONSECUTIVAS (B)
A A juste  com  a equação 2; P rim eira  o rdem  B Ajuste com a equação 13; Reações consecutivas
T e m p o  ( m i n )  T e m p o  ( m i n )
Os perfis de pH para as reações dos hidroxiimidazois 1-HEZ, 1-HPZ e 
4(5)HMZ estão apresentados na Figura 59 e apresentam comportamento similar ao 
observado com DEDNPP, onde a espécie do hidroxiimidazol neutra é mais reativa. 
Os perfis foram ajustados com a equação 5 considerando a espécie reativa de cada 
hidroxiimidazol, a hidrólise espontânea e alcalina. Para esses perfis foram utilizados 
os valores de ^obs1 (primeira etapa da reação; clivagem do diéster) uma vez que 
estamos avaliando a reatividade do organofosforado com o diéster (BDNPP). 
Espera-se que a clivagem do monoéster formado na primeira etapa de reação seja 
mais lenta em relação ao diéster (BDNPP) uma vez que as cargas negativas 
presentes no grupamento fosfato repelem fortemente os nucleófilos, além de 
deslocalizarem a carga tornando-o menos eletrofílico.64 Assim, seria necessário um 
estudo especifico para a compreensão da sua reatividade e obtenção dos 
parâmetros cinéticos, que não é foco de estudo aqui. A Tabela 8 mostra os 
parâmetros cinéticos obtidos para os nucleófilos na reação com BDNPP, os dados
r Q-|para o IMZ estão também apresentados a fim de comparação.81
Analisando a Tabela 8, observa-se assim como observado para o DEDNPP, a 
reatividade dos hidroxiimidazois segue a ordem crescente de valores de pKaH. Ainda 
os incrementos catalíticos evidenciam a capacidade catalítica dos hidroxiimidazois, 
sendo as reações com incrementos na ordem de 106 vezes mais rápida com a 
participação do catalisador em relação à reação hidrólise espontânea. Esse fato se
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expressa também na baixa reatividade do diéster que, assim, se beneficia mais 
claramente da catálise.
FIGURA 59 - PERFIS DE pH PARA AS REAÇÕES DO BDNPP COM OS 
HIDROXIIMIDAZOIS À 250C. AS LINHAS TRACEJADAS CORRESPONDEM AO AJUSTE COM A
EQUAÇÃO 5
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TABELA 8 - PARÂMETROS CINÉTICOS PARA A REAÇÃO COM O BDNPP E OS
HIDROXIIMIDAZOIS
Reação espontânea3
ko (s-1) 1,9x-7 b kOH (mol L-1 s-1) 0,003b
Reação nucleofílica3
Composto kN p^ aH 7T z o
1-HEZ 1,5 (± 0,2)x10-3 6,78c 5,8x106
1-HPZ 1,7 (± 0,3)x10-3 6,98c 4,9x106
4(5) HMZ 5,2(± 0,1) x10-4 6,54c 1,5x106e
IMZb
ar-* ~ i
1,42 x 10-3 b
h ,81
7,10 4,1x106
aReações realizadas a 25 °C, bref81
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O efeito isotópico cinético também foi avaliado para as reações dos 
hidroxiimidazois e o BDNPP, sendo que a Figura 60 apresenta os perfis de kobs 
versus pD e a Tabela 9 os valores obtidos. Os valores obtidos para efeito isotópico 
cinético indicam a existência de uma transferência de próton importante durante o 
curso da reação, entretanto o valor é característico de efeito isotópico secundário 
(entre 1 e 2).8 Esse fato sugere que o efeito ocorre nas vizinhanças de onde de fato 
está ocorrendo a reação (i.e. o efeito não interfere diretamente no ataque 
nucleofílico do hidroxiimidazol sobre o fósforo). Quando comparamos com a reação 
dos mesmos hidroxiimidazois com o DEDNPP, que não apresentou efeito isotópico, 
fato que indica uma mudança do mecanismo de clivagem do diéster estudado em 
relação ao triéster. Assim, propomos um mecanismo de catálise nucleofílica 
combinado com a ligação de hidrogênio entre a hidroxila alcoolica e oxigênio 
carregado negativamente do grupamento fosfato Figura 61. Em reações nucelofilicas 
com ésteres de fosfato já foram observadas transferências de prótons durante a 
formação do estado de transição, sugerindo que esse tipo de interação pode ser 
importante no mecanismo reacional.85 Dessa forma, a hidroxila pode ajudar a 
estabilizar o estado de transição e inclusive favorecer a formação de intermediários 
relativamente estáveis, isto é, intermediários com tempos de meia-vida suficiente 
para serem detectáveis em técnicas como RMN.
FIGURA 60 - PERFIS DE pD PARA AS REAÇÕES DOS HIDROXIIMIDAZOIS COM BDNPP
pD
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TABELA 9 - EFEITO ISOTOPICO CINÉTICO PARA AS REAÇÕES DOS HIDROXIIMIDAZOIS COM
BDNPP
Composto pK£■aH kN (D2 O)a kN (H2 O)/kN (D2O)
1-HEZ 
1-HPZ 
4(5) HMZ 
IMZb
6,78c
6,98c
6,54c
7,10
1.4 (±0,4)x10-3 
1,2 (±0,5) x10-: 
4,1(±0,1)x10-4
1.4 (±0,1)x10-2
1.44
1.44
1.25
1.25
aReações a 25°C, “ref81
FIGURA 61 - MECANISMO PROPOSTO PARA REAÇÕES ENTRE OS HIDROXIIMIDAZOIS E O
BDNPP
° 2N^  o2n o% ( ' P 3
Y V x  • " a r "  -  v  0
B D N P P  INT-4(5)HM Z ° 2N INT-1-HEZ
« f r H01> t ° V-  n o 2
h 2o
DFF
0 2N C00 ,N
O, N=/ )
p-K- ?JO -H
0I> 0 -
INT-1-HPZ
N 0 2
DNF
Assim como para o DEDNPP, foram obtidos os parâmetros termodinâmicos 
para as reações com os hidroxiimidazois e o BDNPP, que estão apresentados na 
Tabela 10, os gráficos estão apresentados no apêndice 1. Os valores bastante 
negativos para a entropia de ativação estão relacionados à perda de graus de 
liberdade durante a formação do estado de transição em relação aos reagentes 
livres e indicam o caráter nucleofílico da reação. Todavia os valores de entalpia e 
entropia não seguem um padrão definido de variação, sugerindo que o substituinte 
pode afetar de forma diferente cada uma das reações, sendo agora necessário um 
estudo mecanistico baseado em outras técnicas como RMN.
TABELA 10 - PARAMETROS TERMODINÂMICOS DAS REAÇÕES DOS DERIVADOS 1­
________________ HEZ, 1-HPZ E 4(5)HMZ COM BDNPPa
Composto AG + (kJ mol-1) AH * (kJ mol-1) AS *(J K-1 mol-1)
1-HEZ 
1-HPZ 
4(5) HMZ
IMZb
aReações à 25 °C, bref81
94,14
95,0:
103,78
89,74
70,68
44,12
15,46
43,95
-78
-170
-296
-153
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r O-i5.2.5 Analise por RMN P das reações dos hidroxiimidazois com BDNPP
Com intuito de investigar o mecanismo reacional e detectar as espécies 
propostas no mecanismo da Figura 61, acompanhou-se as reações dos 
hidroxoimidazois por RMN de 31P, uma vez que nessa técnica seria possível 
observar as espécies chave para elucidação do mecanismo. Os espectros obtidos 
para a reação com o 1-HPZ com o BDNPP estão apresentados na Figura 62. 
Durante o curso da reação foram observados três sinais majoritários, que são 
referentes às três espécies esperadas da reação: o reagente BDNPP em -13,25 
ppm, o monoéster DFF em -4,31 ppm e o produto final de reação, o FI em 1,73 ppm, 
além do padrão H3PO4 (85%) em 0 ppm. Ainda o desaparecimento do sinal referente 
ao BDNPP, o aparecimento do sinal em do DFF com intensidade baixa e a 
intensificação do sinal do fosfato inorgânico estão de acordo com o comportamento 
cinético até aqui observado.
FIGURA 62 - ESPECTROS DE RMN 31P DA REAÇÃO 1-HPZ (0,7 mol L) COM BDNPP 
(7,5x10-3 mol L-1), pH 9,2, TEMPERATURA AMBIENTE.
PO43
Fi 1,73 ppm
" T p a -  ’X U o i / 0’
n o 2 0  n o 2 0  n o 2
DFF -4,31 ppm BDNPP -13,25 ppm
3 dias 
2 dias
1 dia
1 30 min
i   ------- 1-------   1-------   1-------   r
10 5 0 -5 -10 -15 -20
Deslocamento químico (ppm)
Assim como para o DEDNPP não foi observado o intermediário fosforilado 
advindo do ataque do nitrogênio do imidazol ao diéster BDNPP. Além disso,
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podemos perceber que não há a formação de um produto advindo de um ataque do 
oxigênio ao átomo de fósforo.
A reação do 1-HEZ com o BDNPP também foi acompanhada por RMN de 
31P, e os espectros obtidos para a reação do 1-HEZ estão apresentados na Figura
63. Assim como para as reações com o 1-HPZ, foram observados os sinais 
referentes às espécies fosforiladas BDNPP (-13,2), DFF (-4,5) e fosfato inorgânico (­
2,0). Por outro lado, observamos que no espectro adquirido no inicio da reação 
(Figura 63; 30 minutos), houve o aparecimento de uma espécie de deslocamento 
químico -14,29 ppm. Esse sinal de baixa intensidade pode ser atribuído ao 
intermediário (INT-1-HEZ) fosforilado proposto na Figura 61 pois apresenta 
deslocamento característico de espécies fosforiladas contendo um nitrogênio ligado 
diretamente ao fósforo.86 Além disso o desaparecimento do sinal em -14,29 nos 
espectros adquiridos nos dias 2, 3 e 4 corroboram com a baixa estabilidade 
esperada para o INT-1-HEZ. A multiplicidade do sinal (simpleto) também concorda 
com a proposta da formação do INT-1-HEZ, uma vez que nesse caso o fósforo não 
apresenta acoplamento com hidrogênios aromáticos. Assim, podemos observar que 
o substituinte hidroxila é capaz de aumentar a estabilidade do intermediário 1-HEZ 
fosforilado (INT-1-HEZ) corroborando com o mecanismo proposto (Figura 61).
FIGURA 63 - ESPECTROS DE RMN 31P DA REAÇÃO 1-HEZ (0,7 mol L) COM BDNPP (7,5x10-3 mol
L-1), pH 9,15.
FI
3 dias
DFF „  ..2 dias
BDN PP
1 dia
INT-1-HEZ
M . - -  ______  ___ _______j ^  30 min
   1   1   1   1  -------------------
5  0 - 5  - 1 0  - 1 5  - 2 0
Deslocamento químico (ppm)
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Os espectros de RMN 31P obtidos para a reação do 4(5)HMZ com o BDNPP estão 
apresentados na Figura 64. Assim como para as reações com os outros 
hidroxiimidazois estudados, os espectros obtidos para a reação do 4(5)HMZ foram 
observados os sinais referentes ao reagente BDNPP (-13,24), ao monoéster DFF (­
4,68) e ao FI (-1,82). Entretanto, durante o curso da reação foram observados 3 
sinais além dos 3 já atribuídos, nos levando a um mecanismo de reação mais 
complexo. No primeiro espectro adquirido (30 minutos), foi possível observar um 
sinal em -14,55 ppm que pode ser atribuído ao intermediário de reação fosforilado 
advindo do ataque do nitrogênio ao fósforo, entretanto há duas possibilidades já que 
o 4(5)HMZ existe como par tautomérico (Figura 65). Dentre as duas possibilidades, o 
mais provável é que o sinal observado seja referente ao INT-4HMZ, uma vez que 
nesse caso a ligação de hidrogênio da hidroxila com o grupamento fosfato 
estabilizaria essa espécie. Ainda relacionado à estabilidade podemos perceber que 
o tempo de meia vida dessa espécie é relativamente alto pois continuou a ser 
detectada após 24h de reação (Espectro 2, Dia 1).
FIGURA 64 - ESPECTROS DE RMN 31P DA REAÇÃO 4(5)-HMZ (0,7 mol L) COM BDNPP (7,5x10-3
mol L-1), pH 9,1, temperatura ambiente.
Fi
5 dias JL
2 dias
DFF
1 dia
BDN
L,. i r . . . . , r n n ___
slPP
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__ . ____ _____________ _____ . . . .
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FIGURA 65 - POSSÍVEIS INTERMEDIÁRIOS FOSFORILADOS
5-H M Z
Para a reação do BDNPP com 4(5)HMZ, Figura 64, no segundo espectro 
adquirido (Dia 1; linha vermelha) foi possível observar o aparecimento de mais um 
sinal, em -18,33 ppm. Esse sinal mais deslocado no espectro não era esperado, 
entretanto é possível que se refira a uma espécie fosforilada ligada a duas 
moléculas de 4(5)HMZ uma vez que estrutura semelhante já foi observada para
r Q-|reações com o BDNPP com deslocamento químico similar.81 A origem desse 
segundo intermediário seria a clivagem do INT-4HMZ por outra molécula do 
catalisador conforme mostrado na Figura 66 .
FIGURA 66 - PROPOSTA DE FORMAÇÃODO BisFHMZ
I N T - 4 H M Z  
,0 ,
/ 5 N
4 ( 5 ) H M Z
r x ^ r  .
N 0 2  N 0 2  n o ,
B D N P P
f^ V ' N° 2 hn^ m  ü k,^"NH
N O ,  O H  H OO  O
B i s - F H M Z  
P o s s í v e l  e s p é c i e  e m  - 1 8 , 5 5  p p m
/ 5 r N
H\ í A ^ O H
"  . . ^ nh 
l ^ / N - ^ - N ^
E s p é c i e  d e t e c t a d a  e m  - 1 8 , 3 0  p p m  
e m  r e a ç ã o  s i m i l a r
Por fim, para a reação com o 4(5)HMZ e o BDNPP, Figura 64 o sinal 
observado em 3,55 ppm deve ser referente a uma espécie de fósforilada ligada um 
oxigênio advindo de um álcool. Uma vez que o sinal da espécie formada se mostrou
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relativamente estável (i.e. não degradou rapidamente, característico da ligação P-O) 
e ainda o sinal apresentou-se na forma de tripleto (J = 5,6 Hz), uma característica 
relacionada ao acoplamento heteronuclear fósforo-hidrogênio (alifático). Assim o 
sinal seria resultante da espécie gerada pela alcoolise do intermediário proposto na 
Figura 65 pelo ataque do oxigênio de outra molécula do 4(5) HMZ gerando EHMZ tal 
mostrada na Figura 67.
FIGURA 67 -  PROPOSTA DE FORMAÇÃO DO PRODUTO EHMZ
INT-4HMZ
N02
EHMZ 
3,55 ppm
O estudo das reações dos hidroxiimidazois com o BDNPP por RMN de 31P se 
mostrou bastante interessante, sendo possível observar um intermediário fosforilado 
para a reação com o 1-HEZ com o BDNPP, fato incomum para IMZ N-substituidos, 
indicando a ligação de hidrogênio entre o hidroxiimidazol e o grupamento fosfato. 
Isto é, essa interação intramolecular estabiliza o intermediário fosforilado e está de 
acordo com o efeito isotópico obtido anteriormente. No caso do 4(5) HMZ, o 
aparecimento de várias espécies fosforiladas evidenciaram que a reação passa por 
mais caminhos além dos propostos inicialmente a partir do estudo cinético. Isso não 
foi observado em estudo anterior com DEDNPP, mostrando como a diferente 
reatividade de ésteres de fosfato (diéster em contraste ao triéster) pode mudar 
significativamente o mecanismo.34
5.3 ANÁLISE FÍSICO-QUÍMICA ORGÂNICA
O estudo das reações químicas do ponto de vista da físico-química orgânica 
se baseia principalmente nas relações lineares de energia livre, que correlacionam
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parâmetros termodinâmicos (e.g. constante de equilíbrio; pKa) com as constantes de 
velocidade das reações. A equação de Bronsted relaciona o pKa de um nucleofilo 
com a constante de velocidade (equação 13), então quando plotamos o pKa do 
nucleófilo versus o logaritmo da constante de velocidade (caso a classe de 
nucleofilos siga o mesmo mecanismo reacional) obtemos uma reta na qual o 
coeficiente angular, chamado de pNuc que expressa o quanto a reação é sensível a
Q
mudança de pKa do nucleofilo.8
1 o g(fc) = p nucpK aH + 1 o g C (13)
Ainda, variando o grupo de saída do substrato, um plot semelhante (log kn 
versus pKa do grupo abandonador) pode ser obtido, determinando-se o parâmetro 
Plg que mostra a sensibilidade da reação ao pKa do grupo abandonador. 
Combinando os valores pNuc e pLG obtemos o plot de More O'Ferrall-Jencks,
Q
bastante util na elucidação do mecanismo de reações.8 Para reações com triésteres 
de fosfato utilizando fenóxidos como nucleófilos e DNF e 4-nitrofenol como grupos 
de saída valores já descritos desse parâmetro foram de 0,12 e 0,54
oy
respectivamente, para mecanismos concertados.87 Assim, um estudo fisico-quimico 
orgânico é importante para uma compreensão mais detalhada da reação. A Figura 
68 apresenta o gráfico de Bronsted para reação do DEDNPP com os nucleófilos 
estudados nesse trabalho (1-HEZ e 1-HPZ), juntamente com 4(5)HMZ e IMZ.
FIGURA 68 - PLOT DE BRONSTED PARA AS REAÇÕES COM DEDNPP
pKaH
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Observou-se um perfil linear, indicando que essa classe de reações segue o 
mesmo mecanismo. Ainda, obteve-se o parâmetro pNuc de 0,92(±0,15), de acordo
oy
com reações nucleofílicas de caráter concertado. Para uma a mesma reação com 
derivados de piridina foi obtido um valor de 0,43 conjuntamente com um perfil linear,
QQ
de acordo, também com um mecanismo concertado.
Para a reação dos hidroxiimidazois com o BDNPP, o gráfico de Bronsted 
obtido está apresentado na Figura 69, que também evidenciou uma reta, sendo 
obtido um valor de pNuc de 0,92 (±0,17) assim também condizendo com um 
mecanismo de catálise núcleofilica para a quebra do diester, para outro conjunto deOH
nucleófilos com mecanismo de reação concertado foi observado um valor de 0,42. 
FIGURA 69 - GRÁFICO DE BRONSTED PARA REAÇÃO DO BDNPP
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6 CONCLUSÕES
A síntese do organofosforado DEDNPP e dos hidroxiimidazois alquilados no 
nitrogênio (1-HPZ e 1-HEZ) foi realizada com sucesso. O estudo cinético, EM, de 
RMN de 31P com o organofosforado DEDNPP e os compostos 1-HEZ e 1-HPZ 
buscou elucidar o mecanismo de reação com o qual os hidroxiimidazois reagem com 
o triéster. Ainda os incrementos catalíticos para essas reações se mostraram
jr jr
bastante alto ~ 6 x105 para o 1-HEZ e ~ 7x105 para o 1-HPZ. Os dados sugerem que 
o mecanismo de catálise nucleofílica dos hidroxiimidazois com DEDNPP ocorrem de 
forma similar ao com IMZ, onde o nitrogênio do grupo IMZ ataca nucleofilicamente o 
átomo de fósforo levando a um intermediário instável que é rapidamente hidrolisado, 
regenerando o hidroxiimidazol de partida. Os hidroxiimidazois se mostraram 
catalisadores com menor poder nucleofílico que o próprio IMZ, entretanto 
apresentam maior atividade em condições mais brandas de pH uma vez que o pKaH 
do ácido conjugado faz com que a espécie neutra apresente concentrações 
apreciáveis em menores condições de pH. Ainda a contribuição do substituinte com 
hidroxila não foi evidente provavelmente por se tratar de um triéster bastante reativo.
Avaliou-se a reatividade dos hidroximidazóis (1-HEZ, 1-HPZ e 4(5)HMZ) com 
o composto diéster menos reativo, BDNPP. Foram observados incrementos 
catalíticos ainda maiores para a reação com o BDNPP (4(5)HMZ > 1,5x106, 1-HEZ > 
4,3x106 e 1-HPZ > 4,9 x106), evidenciando a grande versatilidade dos derivados de 
IMZ e a importância da compreensão na reatividade com diésteres de fosfato 
presentes em meio biológico. Propõe-se no caso do BDNPP, que o grupo hidroxila 
do catalisador hidroximidazol pode auxiliar na estabilização do ET, chegando a 
formar intermediários fosforilados estáveis, através de uma ligação de hidrogênio 
com o oxigênio aniônico da fosforila. Os estudos por RMN mostraram a presença de 
intermediários fosforilados mesmo para o 1-HEZ substituído na posição 1 que torna 
essas espécies instáveis, isso mostra a porção hidroxila pode ajudar na 
estabilização dessas espécies bem como ser a responsável por alterar a reatividade 
dos compostos derivados de imidazol. Por fim, foi feito uma análise físico-química 
orgânica, onde foram obtidos os gráficos de Bronsted. Em ambos os casos para o 
DEDNPP e BDNPP, foi observado um perfil linear, indicando que todas reações 
seguem o mesmo mecanismo concertado.
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De maneira geral, esse estudo é importante para esclarecer a reatividade dos 
hidróxiimidazóis e ajuda na projeção de novos catalisadores com características 
ótimas. Isto é, o grupo hidroxila vizinho ao grupo IMZ pode auxiliar na reação, 
dependendo da natureza do éster. Isso pode nortear aplicações na projeção de 
enzimas artificiais, pela perspectiva da importância biológica dos organofosforados 
ou ainda para processos de detoxificação, pelo viés dos pesticidas e armas 
químicas. Vale ressaltar, que essa projeção tem que considerar o alvo, visto que por 
exemplo, nos sistemas biológicos tem-se diésteres de fosfato e nos pesticidas, 
triésteres de fosfato.
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APÊNDICE A -  DEDUÇÃO DAS EQUAÇÕES
Dedução da equação 2
Para a determinação das constantes ko„s com o organofosforado DEDNPP foi
utilizada a equação típica de primeira ordem, sendo monitorada a formação do
produto 2,4 dinitrofenolato.
dlD P  = k o „slD ED N P P] (A1 )
dlDED NPP] = _  k o „s [D ED N P P ] (A2)dt
S w E Õ Z p lw à ip F ^011^  pp] = - J o 'W i t  (A3)
" (S) =  - * - .  * (A4)
[DFD JVPP] = [DFD JVPP]0e -  k<^ (A5)
^  = kote[D FDJVPP]0e -k<^ (A6)
J0[DVF] d [D V F] = k 0 fcs[D FD V P P] J  e -  k<^ d t  (A7)
[DJVF] = kote[D FDVPP]o (e-k| ^ 1) (A8)
[D V F] = - [D  FD V P P ]0( e -  k° *  * -  1 ) (A9)
A partir da estequiometria sabemos que a concentração inicial do organofosforado é 
igual a concentração do produto DNF ao final da reação, assim podemos substituir o 
termo [D FDVPP]0 = [DJVF] F.
[D V F] = - [D  V F]f ( e -  k<^ -  1 ) (A10)
Combinando a equação A10 com a lei de Lambert-Beer (A11) substituímos a 
concentração do produto [DNF] diretamente pela absorbância e aplicamos o fator de 
correção para descontar a absorbância inicial chegando na equação utilizada (12A).
A = CFF (A11 )
Onde A = absorbância, C = concentração, F = absortividade molar e l  = 
caminho ótico.
[A D VF] = -  ([A D VF ]F -  [A 0 ])( e -  k° ist -  1 ) + [A 0] (A12)
Dedução da equação 12
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A reação com o organofosforado BDNPP segue uma cinética de reações 
consecutivas, em condições de pseudo primeira ordem, podemos utilizar o modelo 
reacional a seguir:
A ^  B + C 
B ^  C
Assim, as equações integradas têm a seguinte forma:
£ =  -k i[A ] (A13)
-  k i dt (A14)
f i s í d a =  - M Ó  dt (A15)
l 11™  = -  k i t  (A16)
[A] = [A i]e -  k 1 1 (A17)
Para o intermediário [B]:
d^ í = k1[ A ] - k 2[ B ] (A18)
dS  + k2[ B ] = k i [ A ;]e -  k1 t (A19)
Usando fator integrante: 
f(t) = ek2 1 (Multiplicando todos os termos)
e k2t dS  + e k2t k2 [ B ] = e k2 t ^  [A ] * e -  k ^  (A20)
= e k2 t k^AJe -  k ^  (A21)
J0[B]ek2 1 d[ B ]e k2 t = [A;]et(k2-ki )dt (A22)
[B] ek2t =  M A iK ^ i l ) -1) (A23)
[ B] = ( e -tki -  e -tk2) (A24)
Para o produto [C]:
a a  = k i[A] + k 2[ B ] (A25)
®  = k i [A , ] .e lk l •t +  k 2 ;g 7  (A26)
TT = k l [A i]( k2 ^ I ^ " 112 +  eltk l) (A27)
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g  = k l [A,]( ~kie"lt l) (A28»
J0[C1d[C] = J0l k i[A ,](2k2e-lkl - ^ ; k2- klc" kl) d l (A29)
[C] = k i [A ,] ( í ~  + ÍS ^ P lk22 +  I T T ? )  (A30)V k 2 — k ^ k 2 —k 2+ k i k 2 k j — k ^ k2 /
Utilizando a estequiometria da reação para a conversão da concentração de
reagente em produto e a lei de Lambert-Beer (A11) para deixa-la em função da
absorbância obtemos a forma final da equação (A34).
[A,]=ÍC=Í (A31)
[ C ] = ? a  (A32)
Substituindo A31 e A32 em A30:
Abs[c] Abs[C]co /2 k2e tki -  2 k2 . k2 -  k2e tk2 ki-ki e tki \  (^331
E 1 _  1 2 El ( k2-k1k2 -k2+k1k2 k i- k ^  ) ( )
Adicionando o fator de correção para absorbância caso a absorbância inicial 
seja diferente de zero. Assim temos a lei de velocidade integrada para o produto da 
reação em função da absorbância, sendo essa utilizada nos ajustes cinéticos (A34).
Ab s[cl = ^  Abs[c]o-Ao (2k2f kl-2k2 + k2~k2e-tk2 + kl-kie-% ) + A0 (A34)[c 1 1 2 V k2-kik2 -k2+kik2 k2-kik2 1 0 V '
Onde: Abs[q = absorbância do produto em determinado tempo, Abs[C]» = 
absorbância em tempo infinito, k1 = constante de velocidade da primeira etapa, k2 = 
constante de velocidade da segunda etapa, t = tempo e A0 = absorbância inicial.
Dedução da equação 5
A lei de velocidade para a reação entre os derivados de IMZ e o respectivo 
organofosforado devem incluir as diversas reações que ocorrem paralelamente. A 
hidrólise espontânea, a hidrólise alcalina e a reação catalisada pelo derivado de 
imidazol (equação A35). Dessa forma temos:
-  k i [  H2 O ][O P ]- fc 0ií[ O H][  OP 1 -  kW[D/MZ][ O P] 
= - [O  P ] ( k i [  H 2 O ] + k o H [ O H] + k*[D  /MZ])
(A35)
(A36)
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As reações ocorreram em condições de pseudo-primeira ordem, assim a 
concentração dos respectivos nucleófilos virtualmente não varia durante a reação. 
Então a equação A36 reduz-se a equação A37:
A reação entre a água e o organofosforado trata-se de uma solvólise, sendo 
assim o produto fcJH O ] é constante, sendo doravante denominado fc0. O perfil 
reacional de fc0 x p H foi ajustado de acordo com a equação A38, entretanto, 
apenas o derivado de IMZ em sua forma neutra apresenta reatividade e a 
concentração de íons hidroxila varia de acordo com as condições de pH estudadas. 
Dessa forma devemos considerar essas variações na equação utilizada. Então, a 
partir do equilíbrio ácido-base e do balanço de massa obtemos a expressão da 
fração molar da espécie reativa:
(A37)
Onde:
kote = k J ^ O ]  + k0h[ OH] + k^O /M Z] (A38)
ESQUEMA A1 - EQUÍLIBRIO ÁCIDO-BASE DOS DERIVADOS DE IMZ
A B
H N ^ /
+
N ^ /
K [H+][g]
A a = [A] (A39)
[g] _  Xa
[A] [H+] (A40)
[l fígZ] _  [A] M
[g] [g]
[ l  H E Z] = [A] + [g ]
= 7AT+ l
(A41 ) 
(A42)
(A43)
(A44)
A concentração de hidroxila pode ser calculada em função do pH da solução.
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p H = — 1 o g[H+] (A45)
1 0 = [H+] (A46)
p 0 H = — 1 og[- 0 H] (A47)
1 0 - p°h = [- 0 H] (A48)
pH + pOH = 14 (A49)
1 0PH -  14 = [- o h ] (A50)
Combinando as equações A38, A44 e A50 obtemos a forma final da equação 
utilizada nos ajustes.
(A51)
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APÊNDICE B -  DADOS EXPERIMENTAIS COMPLEMENTARES
Figura A1 - RMN de 13C do DEDNPP, 50MHz, CDCl3
Figura A 2 - RMN de 13C do 1-HEZ 50MHz, CDCl3
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Figura A3 - RMN de 1H do 1-HPZ 200 MHz, CDCl3, TMS
Figura A4 - Curva de transmitância versus temperatura e 1a derivada da curva para determinação do
ponto de fusão do 1-HEZ
25 30 35 40 45
Temperatura (°C)
50
97
1
Figura A 5 - Perfil de temperatura para reação do 1-HPZ com BDNPP (0,1 mol. L " )
-15,2
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1/T (K-1)
Figura A 6 - - Perfil de temperatura para reação do 1-HEZ com BDNPP (0,1 mol. L")
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Figura A 7 - Perfil de temperatura para reação do 4(5) HMZ com BDNPP (0,3 mol. L ")
1/T K-1
